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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, daf alle zur Finsendung gelangenden Manu- 
skripte in gut lesbarer, méglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nach- 
trdgliche Korrekturen verursachen weseniliche Kosten, die sich naturgemaf 
auf die Preisgestaltung der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht 
den Herren Autoren berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Manu- 
skripte erméglichen auch der Redaktion eine raschere Priifung als schwer 
leserliche und kinnen infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiologische Ohemie erscheint in 
B&nden zu 6 Heften. Preis des Bandes 15 Mark. 

Die in dieser Zeitschrift erscheinenden Arbeiten werden, wenn es nicht aus tech- 
nischen Griinden unmdglich ist, in der Reihenfolge, in welcher sie der Redaktion zugehen, 
aufgenommen. — Kurze Notizen oder Bemerkungen zu anderen Arbeiten werden in der 
Regel am Schlu8 des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangsdatums mitgeteilt.— 
Bereits in anderen Zeitschriften verdffentlichte Arbeiten sowie Referate iiber bereits publi- 
zierte Arbeiten werden nicht aufgenommen. 

Das Honorar betrigt fir den Druckbogen 40 Mark. Von jeder Arbeit im Umfang 
bis zu 1'/, Druckbogen werden dem Verfasser 100 Sonderabdrucke kostenfrei geliefert, von 
umfangreicheren Arbeiten nur 60. 

In bezug auf die Rechtschreibung der Fachausdricke sind bis auf weiteres die 
Publikationen der Deutschen Chemischen Gesellschaft maSgebend. In zweifelhaften Fallen 
wird der etymologische und internationale Standpunkt vor dem phonetischen bevorzugt. 

Fir die Abkiirzungen und Zitate gelten die von der Vereinigung der medizinischen 
Fachpresse herausgegebenen Richtlinien. Demnach fallen und ,,8.‘* fort. (Zitiert 
wird am besten die angezogene Seite.) Namen, die im Text stehen, kénnen im Zitat 


fehlen, von Vornamen geniigt der ‘Anfangsbuchst abe. 
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Uber die Krystallform des wasserfreien Cholesterins. 
Von 


Ludwig Kofler und Adelheid Kofler. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Pharmakognostischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Dezember 1931.) 


Als Krystallform des Cholesterins sind in der Literatur die 
von BOmer und Miigge beschriebenen triklinen Tafeln bekannt, 
in denen das Cholesterin mit einem Molekiil Krystallwasser aus 
wasserhaltigem Alkohol auskrystallisiert. Bei lingerem Liegen an 
der Luft oder beim Erwiairmen geht das Krystallwasser verloren. 
Die iiuBere Form der Tafeln bleibt dabei erhalten. Die Tifelehen 
der Handelspriiparate stellen daher Pseudomorphosen der wasser- 
freien Form nach der wasserhaltigen Form des Cholesterins dar. 

Uber das wasserfreie Cholesterin findet sich in der Literatur 
die Angabe, daB es aus Chloroform, Benzol usw. in feinen seiden- 
glinzenden Nadeln krystallisiert. Eine genauere Beschreibung 
dieser Nadeln oder anderer’ Krystallformen des wasserfreien 
Cholesterins konnten wir nicht finden. Es sollen daher im folgen- 
den unsere Beobachtungen an wasserfreien Cholesterinkrystallen 
mitgeteilt werden. Wir beniitzten fiir diese Versuche das kiéufliche 
Cholesterin Merck. 

Die Krystalle stellten wir teils aus Losungen, teils durch 
Mikrosublimation her. Lésungen von Cholesterin in Chloroform, 
altem Benzol oder Dioxan lieben wir auf dem Objekttrager unter 
dem Deckglas verdunsten und erhielten, besonders aus den Dioxan- 
lisungen, brauchbare Krystalle. Sie bilden lange Nadeln, die auf 
zwei verschiedenen Flichen aufliegen kénnen. Die linden sind reeht- 
winkelig abgeschnitten. 

Die Mikrosublimation unter gew6hnlichem Druck liefert haupt- 
sichlich Trépfehen und wenig brauchbare Krystalle. Schonere und 
croBere Krystalle erhalt man bei vermindertem Druck. Wir subli- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 15 
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12 Ludwig Kofler und Adelheid Kofler, 
mierten zwischen 105 und 115° bei 11 mm Quecksilberdruek du: +, 
mehrere Stunden auf Deckgliser. Eine Kihlung ist dabei nic |i 
zweckinibig. Die Krystalle in den Sublimaten sind recht winkel 
Blittchen oder Séiulchen. Héaufig sind jedoch die Enden schwalben- 
schwanzartig ausgespart. Oft erhilt man groBe Skelettkrystalle, 
Die Ausléschung ist stets gerade. 

Die krystalloptische Untersuchung ergab, daB es sich un 
Krystalle des rhombischen Krystallsystems handelt. Dir 


Wasserfreies Cholesterin. 300 fache VergréBerung. 


Liingsrichtung der Nadeln sowohl als auch der Siiulchen entspricht 
der zweiten Mittellinie «. Die hiufigste Auflagerung der Nadeln 
oder Blittehen entspricht einer Fliche des aufrechten Prismas. 
Schwingungsrichtung in der Liingsrichtung «, in der Querrich- 
tung y’. Im Konoskop heb sich in diesem Schnitt nicht ohm 
weiteres erkennen, ob es sich um einen Schnitt schief zur Achse 
eines einachsigen Krystalls oder schief zur ersten Bisektrix eine: 
zweiachsigen Krystalls mit kleinem Achsenwinkel handelt. Durel: 
Kinbetten der Krystallechen in eine stark viscose Fliissigkeit 
(Stirkesirup) und Verschieben des Deckglases leben sich dic 
Krystalle leicht so drehen, dafi die erste Bisektrix senkrecht ge-f 
troffen wird. Der Achsenwinkel ist klein, optischer Charakter 
positiv und die erste Mittellinie halbiert den stumpfen Winke' 
des aufrechten Prismas. Bei den Nadeln aus Lésungen kann man 
manchmal Auflagerungen senkrecht zur optischen Normale finden. > 
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Uber die Krystallform des wasserfreien Cholesterins. 918 


Die Brechungsindizes der auf dem aufrechten Prisma auf- 
zenden Krystalle sind: = 1,519 und y’ = 1,529. 

Nach dem oben Gesagten sind diese rhombischen nadel- 
formigen oder kurzsiuligen, gerade ausléschenden wasserfreien 
()olesterinkrystalle leicht und sicher von den triklinen schief aus- 
lischenden ,,rhombischen* ‘Tafeln des wasserhaltigen Cholesterins 
unterscheiden. 

Zusammenfassung. 

Das wasserfreie Cholesterin krystallisiert aus geeigneten 
Losungsmitteln in Nadeln und Stengeln, in Mikrosublimaten in 
rechteckigen Téifelchen oder kurzen Siiulehen, die dem rhombi- 


schen Krystallsystem angehoren. 


Literatur. 


A\. Bomer, Zeitschr. fiir Untersuchung der Nahrungs- und GenuBmittel 1, 


21 (1898). 
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Uber Aminosauren. 


I. Die Synthese von Furylalanin. 
Von 


Venancio Deulofeu. 


(Instituto de Fisiologia, Facultad de Medicina, Buenos Aires, Argentinien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. November 1931.) 


Dies ist die erste von einer Reihe von Arbeiten iiber ver- | 


schiedene Aminosiiuren, einschlieBlich derjenigen, welche nicht in 
KiweiBstoffen gefunden worden sind. 


Obwohl diese Aminosiiuren nicht die Wichtigkeit von den aus | 
KiweiB isolierten besitzen, muB man darauf hinweisen, sie in 
der Biochemie der Pflanzen vielleicht die Zwischenstufen im 


Aufbau von verschiedenen Alkaloiden darstellen. Hs sei nur an 
die von Pietet vor vielen Jahren aufgestellte Theorie ber dic 
sildung von Pflanzenbasen erinnert.') 

Wir haben in unserem ersten Versuche eine neue Synthese 


des Furylalanins durehgearbeitet. Man hat diese Amunosaure | 


schon frither auf zwei verschiedenen Wegen dargestellt. Flatow?) 
hat zum ersten Male Furylalanin synthetisiert, wobei er die be- 
kannte Synthese von Erlenmeyer anwendete. Die Hydrolyse 
von Benzoylfurylalanin verlief schwierig in Anbetracht der Un- 
bestiindigkeit des Furanringes gegeniiber Séuren. Die Verwendung 


von Natronlauge veranlaBte langwierige Versuche; schheblict: 


wurde das Furylalanin tiber sein Kupfersalz isolhiert. 


Sasaki) fand, daB diese Methode ein unreines Furylalanin | 
cab, und hat seine Synthese mit Verwendung von Diketopiperazin | 
nach seiner gut bekannten Methode wiederholt. Das Furylalanin | 


1) Ber. chem. Ges. 40, 3771 (1907); eine Zusammenfassung bei M. Polo- 3 


novski, Bull. Soc. Chim. 35 (4), 1865 (1924). 


2) L. Flatow, Diese Z. 64, 387 (1910); vgl. auch Diese Z. 122, 148 (1922). | 


3) Ber. chem. Ges. 54, 2056 (1921). 
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Uber Aminosiuren. 215 
yca Sasaki war ganz rein; auch die Phenylisocvanat- und /-Naph- 
thilinsulfoverbindungen wurden dargestellt. 

Wir haben die Synthese nach den Angaben von Flatow 
semacht, aber zur Hydrolyse des Benzoylfurylalanins benutzten 
wir keine Natronlauge, sondern eine stark konzentrierte Barium- 
hydroxydlésung. Die Reinigung des gebildeten Furylalanins (1) 
war damit viel leichter zu erreichen, und es gelang so eine Ver- 
mndung mit denselben Eigenschaften wie jene von Sasaki ge- 
wonnene herzustellen. 

(,H,0-CH,-CH(NH,)-CO,H C,H,O-CH— C——NH 
| >CO(S) 
(1) (I) CO NH 


Kin neuer Weg zur Synthese wird mittels Hydantoinkonden- 
ation angegeben. Furfurol kondensiert sich leicht mit Hydantoin, 
ind dieses Furfuralhydantoin wird sofort mit) Natriumamalgam 
aydriert; das so erhaltene Furfurylhydantoin (11) mit) Barium- 
wvdroxvd hydrolysiert, ergab reines Furylalanin in guter Ausbeute. 

Die Anwendung von 2-Thiohydantoin bedeutet keinen Vorteil. 
es war nicht moéglich, das Furfuralthiohydantoin mit Monochlor- 
ssigsiure zu entschwefeln; die Reduktion mit Natriumamalgam 
Furfuryl-2-thiohydantoin in schlechter Ausbeute, das 
uur schwierig in remem Zustande zu gewinnen war. 


Experimenteller Teil. 


Benzoyl-N-Furylalanin. 


Durch Kondensation von Furfurol mit Hippursiure wurde das nétige 
Azlacton dargestellt.!) 

10g Azlacton wurden in 500 cem 1°), Sodalésung 30 Minuten 
sekocht, wahrenddessen das Lacton sich langsam léste. Nach dem Erkalten 
vurde Salzsiure bis zu blauer Farbung des Kongopapiers zugesetzt. Nach 
‘inigen Minuten wurde der gewonnene Niederschlag filtriert, getrocknet und 
ius 96°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 7,8 g (78°),). Schmelzp. 215°. 
Erlenmeyer und Stadlin geben 210°), 

Reduktion. 5g Furyl-benzoyl-N-aminoacrylsiure werden in 50 com 


Vasser suspendiert und wahrend 45 Minuten mit 50 ¢ 2,59 ,igem Natrium- 


malgam (3malige Zusetzung) behandelt. 
Die Saure lést sich und wird leicht reduziert. Das Quecksilber wird 
larauf filtriert und das Filtrat mit 10 cem 33°,iger Sodalésung gekocht, bis 


Bich kein Ammoniak mehr entwickelt. Nach Zugabe von 40 com Wasser und 
\bkithlung auf 0° wird Salzsdéure beigefiigt, bis alles Benzoyl-N-furylalanin 
iiedergeschlagen ist. 


') Erlenmeyer jun., u. Stadlin, Liebigs Ann. 387, 254 (1904). 
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216 Venancio Deulofeu, 


Nach 24stiindigem Stehenlassen bei 0° filtriert man die nun feste Ma se 
und krystallisiert sie aus Eisessig um. Feine Nadeln. Ausbeute 4g.) ay 
erziclt eine weitere Reinigung durch Umkrystallisierung aus Wasser bis ler 
Schmelzpunkt von 149° erreicht ist, der nicht mehr héher zu treiben wir, 
WeiBbe Tafeln (Flatows Schmelzpunkt war 163°). 

0,051 ¢ Substanz brauchen nach Kjeldahl 1,9 cem SO,H, n/10. 


(259) Ber. N 5,49, Gef. N 5,2, 5.4%, 


Furylalanin. 
1 ¢ Benzovl-N-furvlalanin wird 24 Stunden mit 50 cem Wasser 
und 5 ¢ Bariumhydroxyd (krystallisiertes) gekocht. Ks konnt 
keine Entwieklung von Ammoniak festgestellt werden. Als di 


Reaktion beendet war, wurden 100 ccm warmes Wasser zugesetzt, - 
das Barium quantitativ mit Schwefelsiure getrennt und filtriert. ‘ich 
Das Filtrat wurde einmal mit Ather geschiittelt, um es von de Was 
Benzoesiiure zu befreien, und im Vakuum konzentriert, bis 
stallisation erfolgte. Nach Umkrystallisieren aus verdiinnten 

Alkohol gaben die Krystalle eine starke Ninhydrinreaktion 
schmolzen ber 258—259°. 
Dali die gefundene Aminosiiure reines Furylalanin war, be- 
stiitigte die Darstellung von dem /-Naphthalinsulfoderivat vou 
Schmelzp. 220° und die der Phenylisocvanatverbindung von 
Schinelzp. 1611628 in guter Ubereinstimmung mit der Angab: perbi 
Sasakis. 
Furfuralhydantoin. 


Die Methode war etwas verschieden von derjenigen 
Wheeler und Hoffmann.!) 2.1 ¢ Hydantoin, 2,1 g frisch destil: 
liertes) Furfurol und 2 ¢ kirzlich geschmolzenes Natriumacetat 
wurden gut gemischt und bei 106—-110° Stunde erwirmt. Nacl) 


dem Erkalten wurde die feste Masse wiederholt mit Wasser extra-f 2 
hiert, filtriert und getrocknet. Ausbeute 2,5 ¢. Das Rohprodult atrn 
schinolz bei 205°, aus Eisessig umkrystallisiert bei 230°. 1 
PINISC 
us 
Furfurylhydantoin. 
1 Furfuralhydantoin wurde in 55 cem Wasser unter Zusatz 
von I4cem 10° ,iger Natronlauge gelést. Der gelben Loésung 
wurden dann langsam 45 ¢ 3°/jiges Natriumamalgam zugesetzt. 
Der Wasserstoff wurde fixiert und am Ende der Hydrierung waif 7), 
lonoel 


') Amer. chem. J. 46, 368 (1911). es Fy 
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Uber Aminosaéuren. 


|» Lésung fast farblos. Nach Abtrennung des Queeksilbers und 
nauer Neutralisation mit Salzsiiure bleibt die Losung unveriindert, 
aler beim Stehenlassen uber Nacht gewann man am niichsten 
ge 0,54 weibe Krystalle, Schmelzp. 154° Der Sehmelzpunkt 
nach Umkrystallisieren aus Wasser nicht erhéht. Gut 
lislich in warmem Wasser, weniger im kalten: losheh in 
0,0836 g Substanz brauchen nach Kjeldahl 9,1 ccm SO,H, n 10. 
CyH,O,N, (180) Ber. N 15,559, N_15,23° 


Furylalanin. 


1 ¢ Furfurylhydantoin wurde $8 Stunden mit 50 cem Wasser 
ind 5 krystallisiertem Bariumhydroxyd gekocht, bis Ammoniak 
ich nicht mehr entwickelte. Die L6sung wurde dann mit 250 cem 
Wasser verdiinnt, das Barium mit) Schwefelsiiure quantitativ 
efallt und die bleibende Fliissigkeit nach Trennung des Barium- 


sulfats im Vakuum verdampft bis zu beginnender Krystallisation. 


Die Krystalle wurden filtriert und aus 80° jigem Alkohol 


Seidengliinzende Tafeln, vom Schmelzp. 250 bis 


0°, die sich bei einigen Graden tiefer dunkel fiirben (Sasaki 
bt Sehmelzp. 260°). 

Die p-Naphthalinsulfo- (Schmelzp. 221°) und Phenylisoeyanat- 
verbindungen (Schmelzp. 160—161°) waren wieder zur Bestiitigung 
es Furyvlalanins dargestellt. 

Weder das Furylalanin noch seine Derivate gaben eine 
schmelzpunktsiinderung, als sie mit den gleichen aus dem 


\-Benzoylfurylalanin gewonnenen Verbindungen germischt wurden. 


Furfural-2-thiohydantoin. 


2¢ 2-Tmohydantoin, 2,4¢ Furfurol, 1  geschmolzenes 
aitriumacetat und 5g KEssigsiiureanhydrid werden Stunde 
«1 110° erhitzt. Nach dem Erkalten wurde das feste Reaktions- 
emisch mit warmem Wasser gewaschen, filtriert, getroeknet und 
us Kisessig krystallisiert. Gelbe Nadeln. Schmelzp. 250 —251° 
inter Zersetzung. Ausbeute 3.2 ¢. Wenig loslich in Wasser. 

0,0984 ¢ Substanz brauchen nach Kjeldahl! 9,7 com SO,H, n 10. 

(194) Ber. N 14,489, Gef. N 14,32"), 


Das Furfural-2-thiohvdantoin libt sich bei Behandlung mit 
lonochloressigsiure nicht entschwefeln, weil die Bestindigkeit 
es Furanringes nicht stark genug gegeniiber konzentrierter Siure 
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215 Venancio Deulofeu, Uber Aminosauren. 


ist, aber man kann es mittels gewOhnlicher Methoden zu Furfury| 2. 
thiohvdantoin reduzieren. 


Furfuryl-2-thiohydantoin. 


2¢ Furfural-2-thiohydantoin wurden bei Behandlung it 
110 cem Wasser und 5 cem 10° ,igem Natriumamalgam_ gelost, 
Wiihrend Stunden werden 2,5° 9iges Natriumamalgin, 
langsam zugesetzt. Die Losung wird dann filtriert, mit Salzsiiure 
genau neutralisiert und im Vakuum verdampft bis Krvystallisation 
erfolet. 

Die ausgeschiedenen Krystalle werden filtriert und aus Wasser 
umkrystallisiert bis der Schmelzp. 143—144° erreicht ist. 

Nadeln leicht gelb gefarbt, léslich in Wasser und Eisessig. 

0,0977 ¢ Substanz brauchen nach Kjeldahl 9,8 cem SO,H, n/10. 

CH,O,N,S (196) Ber. N 14,28, Gef. N 14,049). 
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Uber die vermeintliche Jodidabspaltung aus Dijodtyrosin 
bei tryptischer Verdauung. 
Von 


Georg Barkan und Georg Kingisepp. 


[Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Tartu-Dorpat (Eetland.)} 
(Der Redaktion zugegangen am 22. November 1931.) 


I 


Nach Oswald?) wird durch die Wirksamkeit tryptischen 
Ferments aus 2,5-Dijodtyrosin Jod als Jodid abgespalten. Diese 


_ Angabe findet sich in allen einschligigen Lehr- und Handbiichern 
unter den EHigenschaften des Dijodtyrosins vermerkt.*) Erst im 
' vergangenen Jahre befaBte sich Harington®) neuerdings mit 
'jener Frage. Er bestritt die Richtigkeit der Angabe Oswalds. 
' Nach Harington ist die tryptische Verdauung des Dijodtyrosins 
in der genannten Hinsicht ohne spezifischen Einflu8. Erst nach 
sehr langer Einwirkung werde Jodid abgespalten, jedoch un- 
_ abhéngig von der Tatigkeit des Ferments; denn auch in ferment- 
freien Ansa&tzen gleicher Wasserstoffzahl findet man dann Jodid- 


 abspaltung. 


Zur Bestimmung des etwa abgespaltenen Jodids verwandte 


Harington das gleiche Prinzip wie Oswald, namlich die Aus- 
fillung durch Silberlésung. Die Differenz des Jodgehaltes vor 


und nach der Silberbehandlung ergibt das Jodid. 
Wir haben mit anderer Methode die Frage der Jodidabspaltung 


aus Dijodtyrosin unter der Wirkung hydrolysierender Kingriffe 
ceprift. 


Zur Jodidbestimmung diente die sehr prizise zu handhabende 
elektrometrische Titration. Die Gesamtjodbestimmung erfolgte 


nach Buchholtz.*) 
Dijod-l-tyrosin bezogen wir von der Firma Hoffmann- 


1) Adolf Oswald, Diese Z. 62, 432 (1909). 
2) Vgl. z. B. Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handb. d. Physiol. u. 


pathol. chemisch. Analyse, 9. Aufl. 302. Springer, Berlin. 
8) C.R. Harington u. W.T. Salter, Biochemic. J. 24, 456 (1930). 


4) Arch. f. exper. Path. 81, 289 (1917). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. | Cctv. 16 
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La Roche & Co. Die Elementaranalyse einer Probe nach Trock- 
nung im Vakuum bei 80° ergab: 

0,1270 g Substanz, 0,1350 g AgJ. 

Ber. J 58,65°/, Gef. J 57,46%/,. 
Die optische Drehung?) war in 4°/,iger HCl (c = 5) 
=+ 1,4° (+ 0,29. 

Abderhalden und Guggenheim?) fanden seiner Zeit unter 
entsprechenden Bedingungen fiir Dijod-l-tyrosin [«],, =+ 2,89. 
Sowohl hinsichtlich des Jodgehaltes als auch der optischen Aktivitit 
war also das angewandte Priparat nicht als vollstandig rein zu 
bezeichnen. Nach Mitteilung der Chemischen Fabrik F. Hoffmann- 
La Roche u. Co. beruht der vorliegende Unterschied im Drehungs- 
vermégen auf dem Vorhandensein von Racemverbindung und 
keinesfalls auf dem Vorhandensein eines anderen Isomeren. Diese 
Feststellung ist von Wichtigkeit. 

Zur Kontrolle verwendeten wir iibrigens auch ein racemisches, 
optisch inaktives Dijodtyrosin, das auf unsere Bitte von der Firma 
Hoffmann-La Roche fiir uns hergestellt und uns freundlichst zur 
Verfiigung gestellt wurde. Das optisch aktive und das racemische 
Praparat verhielten sich in der untersuchten Hinsicht gleich. 


IT. 


UberlaBt man 2,5-Dijodtyrosin in phosphatgepufferter Lésung : 
unter Toluolzusatz im Brutschrank der tryptischen Verdauung — 
und untersucht zu verschiedenen Zeiten elektrometrisch an der 


Silberelektrode, so findet man eine deutliche Jodidabspaltung. 
Freilich ist diese Jodidabspaltung nicht sehr imponierend und 
erreicht niemals die hohen Werte von Oswald. 

Wir finden beispielsweise nach 19tiégiger Verdauung rund 
5°/, des Gesamtjods als Jodid. 

Auch mit inaktiviertem Pankreatin und ohne Zusatz von 
Ferment erhalt man bei gleicher Pufferung und sonst gleichen 
Bedingungen eine deutliche Abspaltung von Jodid. In diesen 
Fallen ist die Jodidabspaltung noch geringer als mit Pankreatin. 
Die Tabelle zeigt unsere Befunde (Tab. 1). 

Es sei ausdricklich betont, daB wir uns von der Richtigkeit 


der elektrometrisch gefundenen Werte iiberzeugten. Zugefiigtes 
Jodid fanden wir im Milieu der Verdauungsfliissigkeit regelmaBig F 


quantitativ wieder. 
1) Nach Mitteilung der herstellenden Firma. 
*) Ber. chem. Ges. 41, 1237 (1908). 
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Tabelle 1. 


Jodidabspaltung in Dijodtyrosinlésungen nach verschieden langer 
Hydrolyse (mit und ohne tryptische Verdauung). 
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a b 
100 
Gesamtjod} Jodid | ~ 
Protokoll- in Phos- Zeitpunkt pu- | in Lésung 
phatpuffer. *) der (analytisch EES 
Nr. Art Analyse Wert bestimmter cgay als Jodid 
Mittelwert) bestimmt)} ab- 
des Ansatzes 
| | mg-°/, | Sespalten 
1X, 81 | ohne Ferment | sofort 7,4 | 0 0 
22 Tage} 7,27 37,7 0,5 1,3 
56, «| 7,4 1,38 3,7 
IX, 51 | ohne Ferment | sofort — 0 0 
51/, Tage} 7,03 44.8 0,22 0,5 
18 7,36 0,51 1,1 
48 4 7,26 1,0 2,2 
IX, ohne Ferment | 31/,_,, 7,60 26.8 0,13 0,5 
257—259| mit Ferment | 3'/, ., | 7,32 ’ 0,65 2,4 
IX, mit aktivem | 31/, ., | 7,17 28,7 0,42 15 
9—18 Ferment 
mit erhitzter | 31/, _,, 7,51 31,4 0,25 0,8 
Fermentlésung 
mit aktivem {19 is 7,07 27,0 1,41 5,2 
Ferment 
mit erhitzter |19 i. 7,38 50,2 1,67 3,3 
Fermentlésung 


*) Mit Ausnahme von Nr. 4 sind die Parallelansitze jeweils durch Verdiinnung 
‘einer Dijodtyrosinlésung hergestellt. 


Bei Nr. 4 wurde fiir jeden An- 
satz das Dijodtyrosin gesondert eingewogen. 


Somit ergibt sich: Der in schwach alkalischem Milieu sehr 
langsam auch spontan verlaufende Vorgang der Jodidabspaltung 
aus Dijodtyrosin scheint durch wirksames Trypsin ein wenig 
beschleunigt zu werden. Das Vorliegen einer, wenn auch geringen, 
spezifischen Fermentwirkung wirde Oswald in qualitativer 
Hinsicht recht geben. Aber mit Harington miissen wir auf 
Grund unserer Versuche darauf hinweisen, daf die quantitativen 


Vorstellungen, die man sich von der erwahnten Jodidabspaltung 
nach Oswalds Versuchen gebildet hat, giinzlich irrig sind. 


IIT. 


Die hohen Werte fiir das abgespaltene und durch Silber- 
fallung bestimmte Jodid in Oswalds Verdauungsversuchen 
16* 
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erklart Harington durch Saurewirkung. Oswald habe sein 
Lésungen, in denen er unter Salpetersiurezusatz das Jodid mit 
Silbersalz fallte, zu lange stehen lasen. Nach den Angabey 
Haringtons wird aus Dijodtyrosin unter der Wirkung von 
Saure, selbst bei Zimmertemperatur, verhaltnismaBig rasch 
abgespalten. 

Wir priiften, ob der Grund fiir die hohen Jodidwerte in den 
Verdauungsversuchen Oswalds tatsichlich der Wirkung de 
zugesetzten Saure zu verdanken ist. 

Wir lieBen Dijodtyrosinlésungen mit Sdurekonzentrationen, 
wie sie bei der Fallung mittels Silbersalz in Frage kommen, ver. 
schieden lange Zeit stehen. Die elektrometrische Titration solche 
Lésungen ergab weder unmittelbar nach dem Ansatz noch bei 
der Verfolgung bis zu 24 Stunden die geringste Spur von Jodid. 
Auch hier wurde festgestellt, daB zugesetztes Jodid im gleichen 
Milieu sich quantitativ wiederfand. Das Resultat der in folgender 
Tabelle (Tab. 2) wiedergegebenen Versuche ist also, daB Haring. 
tons Erklirung fiir Oswalds Ergebnisse nicht zutreffen kann. 


Tabelle 2. 
Priifung auf Jodidabspaltung aus Dijodtyrosinlésungen durch Saureeinflul. 


Zur elektro- 

Lau-| Proto- metrischen | Gefun- 
fende|_koll- Ansatz Zeit Titration | dene & 
Nr. | Nr. angewandt | Jodid 

ecm 

1 | IX, 209] 0,2 g Dijodtyrosin in sofort 100 0 
495 ccm aq.+ 5 ccm] nach | Stde. 100 0 
20°/,iger H,SO, nach 20 Stdn. 100 0 

2 | 1X, 215]0,2 g Dijodtyrosin in sofort 100 0 
500 ccm aq.,dem vor-| nach 30 Min. 100 0 
her 4ccm frisch ausge- | nach 24 Stdn. 100 0 
kochte HNO, (25°/,) 
zugesetzt waren 

3 | IX, 218] 0,22 g Dijodtyrosin in sofort 100 0 
HNO,-Lésung, wie} nach 5 Stdn. 100 0) 
bei 2 nach 22 Stdn. 100 0 


IV. 

Will man der Ursache dafiir néher auf den Grund gehen 
wieso Oswald zu seinen Ergebnissen kam, so ist daran zu denket 
da8 die Silberfallung in den Verdauungsansatzen des Dijodtyrosix 
moglicherweise nicht fiir Jodid charakteristisch ist. 
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DaB unter verschiedenen Bedingungen die Fiallbarkeit mit 
Silber nicht fiir Jodid spezifisch ist, ist eine lingst bekannte und 
vielfach erérterte Tatsache. Sie geht beispielsweise auch aus 
Untersuchungen bei der tryptischen JodeiweiBverdauung hervor, 


| die wir kirzlich verdéffentlichten.*) ( Andererseits liegt es zunichst 
natirlich nahe anzunehmen, daB das Auftreten von silberfillbarem 


Jod in Lésungen von reinem Dijodtyrosin, das ja bekanntlich 
unter entsprechenden Bedingungen (in saurer Lésung) nicht silber- 
fillbar ist, auf der Abspaltung von Jodid aus ‘der organischen 
Bindung beruht. | Die Richtigkeit unserer vorher gediuBerten Ver- 
mutung ist aber experimentell leicht zu beweisen. 

Lésungen von Dijodtyrosin, die frisch hergestellt sind und in 
denen, wie aus Tab. 1 hervorgeht, kein Jodid nachweisbar ist, 
enthalten regelmaBig nach der Silberfallung weniger Jod als vorher. 
Dieses durch Siber fallbare Jod, dessen Menge bei lingerem Stehen 
der Ansétze konstant bleiben oder betrichtlich ansteigen kann, 
und Werte bis zu 30°/) des Gesamtjods und dariiber erreicht, ist, 
wie aus unseren Versuchen hervorgeht, kein Jodid. Wir nehmen 
an, daB das silberfallbare Jod, das Oswald m seinen frisch her- 
gestellten Lésungen fand (11,9—13,2°/,)*) und das er auf Ver- 
unreinigungen mit Jodid bezog, ebensowenig Jodid war, wie in 
unseren Versuchen. Die von uns nach lingerer Zeit fiir das silber- 


‘® faillbare Jod gefundenen Werte reichen durchaus an diejenigen 


Oswalds heran, freilich gleichermafBen in Ansitzen mit und ohne 
tryptischem Ferment. In der nachfolgenden Tab.8 finden sich einige 
Versuchsbeispiele, aus denen man den Unterschied zwischen Jodid- 
gehalt (elektrometrisch bestimmt) und Si!berfallbarkeit ersehen kann. 

Es ergibt sich also, daB das silberfillbare Jod nicht oder nur 
in sehr bescheidenem Umfange Jodid ist. 


V. 

Wir rechneten zunichst mit der Méglichkeit, daB tatsiachlich 
in den Lésungen von Dijodtyrosin eine jodhaltige Substanz vor- 
handen ist oder entsteht, die ein im Sauren schwer ldsliches Silber- 
salz bildet. A priori ist das Vorhandensein oder die Bildung kleiner 
Mengen eines etwaigen Isomeren des Dijodtyrosins nicht unméglich. 
Wir erwihnten bereits, daB die herstellende Fabrik diese Méglich- 
keit glaubt mit Sicherheit ausschlieBen zu kénnen. Hs muB jedoch 
gesagt werden, da8 es sich ja gar nicht um eine ,,Verunreinigung* 


1) G. Barkan u. G. Kingisepp, Arch. f. exper. Path. 160, 610 (1931). 
2) A. Oswald, Diese Z. 62, 432 (1909). 
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Tabelle 8. 


Durch Silber gefalltes Jod im Vergleich zum elektrometrisch bestimmten Jodi: 
in Dijodtyrosinlésungen nach verschieden langer Hydrolyse 
(mit und ohne tryptische Verdauung). 


Vom analytisch be- 
stimmten Gesamtjod 
koll Z k = 
Lfd. | Protokoll- eitpunkt aan 
Nr.| Nr. der Analyse | abgespal- | 
tenes Jodid | 
fallbares 
(vgl. auch Jod 
Tab. 1) 
IX, 81 | Dijodtyrosini. Phos- sofort 0 16,8 
phatpuffer ohne} 56 Tage 3,7 30,7 
Ferment 
2 IX, 51 | Dijodtyrosini. Phos- sofort 0 11,4 
phatpuffer ohne] 51/, Tage 0,5 6,3 
Ferment 18 Tage 1,1 20,4 
48 Tage 2,2 24,9 
3 IX, Dijodtyrosini. Phos- sofort 0 17,5 
141—148 | phatpuffer ohne} 17 Tage 1,8 18,5 
Ferment 
nicht 
4 VII, =| Dijodtyrosini. Phos- sofort untersucht 11,4 
217—223 | phatpuffer mit] 31/, Tage 1,85 16,2 
Ferment 
5 |IX, 9—18] Dijodtyrosini.Phos-| 31/, Tage 1,5 19,6 
phatpuffer mit] 19 Tage 5,2 29,5 At 
Ferment D 
t 
zu handeln brauchte, sondern eine intramolekulare Gleich- 


gewichtsbeziehung bestehen kénnte. 

DaB eine ,,Verunreinigung*‘ im Sinne der Beimengung einer 
silberfallbaren Substanz nicht in Frage kommt, ist leicht zu 
zeigen. In Dijodtyrosinlésungen, in denen das silberfallbare Jod 
und das iberschiissige Silber entfernt wurden, findet man nacl 
erneuter Behandlung mit Silbersalz wieder weniger Jod als vorher. 
Tab. 4 enthalt das Ergebnis eines derartigen Versuches. 

Andererseits scheint gegen das Vorliegen einer Gleichgewichts- 
reaktion die Tatsache zu sprechen, daB, wie wir fanden, die Silber- 
fillbarkeit in Dijodtyrosinlésungen von erheblich abweichender 
Wasserstoffzah] sich selbst nach mehrwéchentlicher Beobachtung §,. 
identisch verhalt. Einen derartigen Versuch findet man in Tab. 5.8 

Ferner schien die erwaihnte optische Drehungsdifferenz eine 
Deutung zuzulassen, die zutreffendenfalls fiir das Problem der 
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Tabelle 4. 
Wiederholte Silberfallung in Dijodtyrosinlésungen. 
pe Gefundene Jod- 
Zur konzentration Silberfallbar °/, 
Nr. verwende ung mg-°/, 
IX, 207 | urspriingliche Auf- a) 15,7 — 
Ag. lésung von Dijod- 
ares tyrosin in aq. 
d nach einmaliger Be- |) b) 11,8 100 (a—b) 
handlung mit Silber- | 
8 salz u. Entsilberung 
7 mit KCl 
nach weiterer Behand- c) 7,8 100 (b—c) 
4 lung mit Silber u. —— 33,9 
"2 Entsilberung mit KCl 100 (a—c) 
3,5 Tabelle 5. 
Unabhangigkeit der Silberfallbarkeit von der Wasserstoffzahl 
+ (Prot.-Nr. IX, 151). 
5 Gesamtjod | Nach der 
),5 Art der Zeitpunkt in Lésung Silber- 
Dijod- Pu- (analytisch fallung Bemerkungen 
tyrosin- Untersuchung Wert} bestimmter | gefun- 
eich: lésung Mittelwert) |denes Jod 
mg-/, 
| gui WwaBrige | sofortnach der | — 17,0 kein Jodid 
Jod Lésung Herstellung 
in Phos- | nach17tagigem| 7,61 16,8 0,37 mg-°/, 
nach phatpuffer | Aufenthalt im Jodid 
rher Brutschrank 20,6 
in Phos- | nach 17tagigem | 11,94 17,0 0,4 mg-°/, 
phatpuffer | Aufenthalt im Jodid 
chts- Brutschrank 
ber 
onder 


jologischen Thyroxinsynthese von gewisser Bedeutung wire. 
ne Abweichung von der optischen Drehung, die auf dem Vor- 
andensein von Racemat beruhen sollte, betrigt gegeniiber den 
ingaben der Literatur fiir reines Dijod-l-tyrosin rund 40°/,. Das 
edeutet also die Gegenwart von rund 20°/, des optischen Anti- 
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poden. Ein Unterschied hinsichtlich der Léslichkeit ihrer Silber. 
salze ist bei optischen Antipoden ausgeschlossen. Aber es ist 
denkbar, daB derjenige Teil des Racemates, der als tatsachliche 
Racemverbindung der optischen Antipoden vorliegt, sich in 
dem erwahnten Punkt abweichend verhalt. 

Aber auch diese Méglichkeit lieB sich fiir den vorliegenden 
Fall experimentell leicht ausschlieBen. Denn wie schon eingangs 
erwihnt, zeigt sich kein prinzipieller, quantitativer Unterschied 
der optisch inaktiven, vollstandig racemisierten Verbindung 
(Dijod-d,l-tyrosin) gegeniitber dem sonst gepriiften Dijod-l-tyrosin 
(vgl. Tab. 6). 


Tabelle 6. 


Ubereinstimmendes Verhalten der Silberfallbarkeit bei optisch aktivem und 
racemischem Dijodtyrosin. 


Gesamt- Nach der Vom 
jodkon- Silber- Gesamt- 
Site Proto- | Frische Auflésung | zentration fallung jod sind 

Nr. koll-Nr. von in der gefun- silber- 
Lésung | denes Jod fallbar 

mg-°/o mg-°/o */o 
1 |VIII, 217} Dijod-l-tyrosin 14,9 13,2 11,4 
2 IX, 179 | Dijod-d,l-tyrosin 13,3 11,6 12,8 


Unsere Untersuchungen fiihren somit zu dem Ergebnis, dai 
die Silberfallbarkeit offenbar nicht auf dem Vorhandensein ode: 
Auftreten einer definierten anderen jodhaltigen Substanz beruht. 
Es handelt sich vielmehr bei der Silberfallung mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit um das Verschwinden von Dijodtyrosin selbst, das 
entweder infolge von Adsorptionserscheinungen oder durch Ein- 
gehen in einen schwerldslichen Komplex (unter Beteiligung de: 


Silbersalzes) zur Ausfaillung kommt. 
Zwar fiihrt verschieden langes Stehenlassen der sauren Silber: 


fillung oder der Dijodtyrosinlésung mit Siure vor der 


bei im iibrigen gleichen Vorgehen zu identischen Resultaten’ 
(Tab. 7). 


1) Unabhangig von unserem Ergebnis bei der elektrometrischen Titratio! q 


(vgl. Tab. 2) ergibt sich also auch hier, da8B Haringtons Deutung der iv 
iibrigen mit Recht kritisierten Ergebnisse von Oswald nicht zutreffen kant 
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Tabelle 7. 


Silberfallung unter verschiedenen Bedingungen 
(verschieden langes Stehenlassen mit Saure) 
(Prot.-Nr. LX, 227). 


mtjod- Nach der 
Gesa Silberfallung 
gefundenes Jod 
mg-/g mg-/, 


Zur Analyse 


verwendete Lésung 


A Frisch hergestellte Lésung 18,2 
von Dijod-l-tyrosin 


B 20cem A + 5 TropfenHNO, 15,3 
(25°/,, frisch ausgekocht) + 
5cecm n/1-AgNO, +3 Trop- 
fen KCl (20 °/,)*); sofort 
filtriert und entsilbert mit 
5 ccm KCl (20°/,) 


C 20 ccm A, genau wie B, aber 15,4 
nach dem Zusatz von 
AgNO, und 3 Tropfen KCl 
3 Stunden gestanden, 
dann erst filtriert und ent- 
silbert 


D Wie B, aber mit AgNO, 15,9 
22 Stunden gestanden 


E 20ccm A -+- 5 Tropfen HNO, 15,2 
(25 °/,) vor dem Silber- 
zusatz 22 Stunden ge- 
standen, dann weiter be- 


handelt 


*) Uber den KCl-Zusatz vgl. G. Barkanu. W. Leistner, Arch. f. exper. 
Path. 144, 83 (1929). 


tet ity Graile davon ab- 


_ hingig, wie groB der SilberiiberschuB ist und wie groB die Menge 
_ des Halogensilberniederschlages ist, der in der Dijodtyrosinlésung 
| bei der Entsilberung mit KCl oder auch schon vorher erzeugt wird. 
Dies geht eindeutig aus der Zusammenstellung in der Tab. 8 
| hervor. 


Anmerkung. Die hier fiir Dijodtyrosin beobachteten Tatsachen 


lassen daran denken, da8 unsere friiheren Befunde hinsichtlich der Silber- 
_ fallbarkeit bei der tryptischen Verdauung von kiinstlichem JodeiweiB (Jod- 
tropon)!) auf der Gegenwart der genannten jodierten Aminosdure beruhen. 


Wir wiesen friiher darauf hin, daB die Silberfallbarkeit im Ultrafiltrat 


| des tryptisch verdauten JodeiweiBes unabhangig ist vom gewahlten Uber- 


1) G. Barkan u. G. Kingisepp, Arch. f. exper. Path. 160, 610 (1931). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 17 
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Tabelle 8. 


Abhangigkeit der ,,Silberfallbarkeit‘‘ von der Menge des erzeugten Bes 
Halogenniederschlages fab 
(Prot.-Nr. IX, 243). = 
ves 
Nach der 
Bezeichnung Zur Analyse Silberbehand. 
verwendete Lésung tration mg-°/ lung gefundenes 
Jod mg-°/, 
A Frisch hergestellte Lésung von 19,8 
Dijodtyrosin 
B 20 ccm A + 5 Tropfen HNO, 19,0 
(25°/,) + 5ccm n/100-AgNO, 
-+- 3 Tropfen 0,2°/, KCl; nach . unt 
3 Stunden filtriert und ent- * 
silbert mit 5 ccm 0,2°/,igem . 
KCl sofc 
Toh 
C 20 com A + 5 Tropfen HNO, 18,6 | Nac 
+ 3 Tropfen 2°/,iges KCl unte 
+5ccm n/10-AgNO,; nach Ges 
3 Stunden filtriert und ent- ; 
silbert mit 5 ccm 2°/,igem 
KCl 
D*) 20 cem A 5 Tropfen HNO, 17,4 
+3 Tropfen 20°/,iges KCl 
+5 ccm n/l-AgNO,; nach mit 
3 Stunden filtriert und ent- 4 
mit 5cem 20°/,igem Ag) 
E 20 ccm A + 5 Tropfen HNO, 14,6 _= 
+3 Tropfen gesatt. KCl wl 
+5 ccm gesatt. AgNO, § 
(etwa 4n); nach 3 Stunden . 
filtriert und entsilbert mit 
5 ccm gesatt. KCl 
q 
*) Diese Anordnung entspricht der von uns zur Priifung der ,,Silberfill: B _|_ 
barkeit“‘ gewéhnlich angewandten. 
A 


schu8 an Ag-Ionen. Bei iibertrieben starken Abweichungen an Ag-Uberschu 
zeigen sich, wie wir jetzt fanden, doch kleine Abweichungen in der ,,Silber- & 
fallbarkeit“‘. Diese Abweichungen beruhen, entsprechend dem Ergebnis vor- 9 
liegender Untersuchung, offenbar auf dem Vorhandensein von Dijodtyrosin, | 
das wir in letzter Zeit aus dem Hydrolysat von Jodtropon gewinnen konnten. 
Aber neben der Dijodtyrosinfraktion mu8 in dem untersuchten kiinstlichen 
JodeiweiB noch eine andere organische Jodfraktion vorhanden sein oder ent- 
stehen, die eine im Sauren schwer ldésliche Silberverbindung liefert. 
Hierfiir sprechen die in unserer friiheren Arbeit eingehend geschilderten 
quantitativen RegelmaBigkeiten bei der Zu- und Abnahme der gelésten 


— 


if 
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organischen Jodfraktionen im Ultrafiltrat der tryptischen Verdauung. Hierfiir 
spricht ferner das quantitativ ganz abweichende Verhalten bei der Jodid- 
abspaltung, schlieBlich auch das Wiederfinden der gleichen GesetzmaBigkeiten 
im biologischen Versuch (bei der Verfiitterung von Jodtropon), die auf eine 
gegenseitige Umwandlung der organischen Jodfraktionen hinweisen. 


Experimenteller Teil. 


Beleganalysen fiir die Jodidbestimmung. 


1. Jodidabspaltung aus Dijod-l-tyrosin bei langerer Hydrolyse 
in Phosphatpuffer ohne Ferment (37°). 


Beispiel: Protokoll-Nr. IX, 81 


Etwa 0,7 g Dijod-l-tyrosin werden in 500 ccm Aq. dest. eingetragen und 
unter Zusatz von 500 ccm Phosphatpuffer (PO, mol/15, pp ~ 8) médglichst 
vollstindig gelést. Vom Ungelésten wird abfiltriert und ein Teil der Lésung 
sofort untersucht (A). Zwei weitere Portionen von je 250 com kommen unter 
Toluolzusatz in Flaschen mit eingeschliffenen Stopfen in den Brutschrank. 
Nach 22 Tagen (B) bzw. nach 56 Tagen (C) werden diese beiden Portionen 
untersucht. Die Untersuchung erstreckt sich auf die Bestimmung von pu, 
Gesamtjod und elektrometrisch titrierbarem Jod. 


Methoden. 


pu-Bestimmung: elektrometrisch an der Gaskette. 

Gesamtjodbestimmung: Nach Buchholtz (alkalische Oxydation 
mit KMnO,. Titration des 6fachen Jodwertes mit Natriumthiosulfat). 

Elektrometrische Jodidtitration: Ag/Ag’ in H,SO,-Lésung; n/100- 
AgNOs. 


Tabelle 9. 
Gesamtjod Elektrometrische Titration 
5 Zeit- Angew. Ver- Angew. Ver- 
punkt | Px-|MengeDi-| brauch Sie MengeDi-| brauch J’ in 
‘S| d. Unter- |Wert] jodtyro- | ann/200- jodtyro- | an n/100- 
suchung sinlésung| Na,S,0; |™8- /o} sinlésung| AgNO, |™&- /o 
in cem | in ccm in ccm | in ccm 
(f= 1,012) 
sofort |7,40 1 3,52 |37,69 100 0 0 
: 1 3,52 (37,69 100 0 0 
3 nach (f = 1,029) 
Tagen {7,27 1 3,45 | 37,55 50 0,200 0,51 
: 100 0,390 0,49 
Mittel: 0,50 
nach (f = 0,988) 
_ C156 Tagen |7,40 4 14,48 (37,85 50 0,540 1,37 
: 4 14,36 (37,53 50 0,550 1,40 
Gesamtmittel: 37,66 Mittel: 1,38 
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2. Jodidabspaltung aus Dijod-l-tyrosin bei Hydrolyse 
mit und ohne Ferment. 


Beispiel: Protokoll-Nr. 1X, 257—259. wi 
Etwa 0,25 g Dijodtyrosin ,,Roche“‘ werden in 250 ccm Phosphatpuffer 


(PO, mol/15, px = 8,02) méglichst vollstandig zur Lésung gebracht. Vom 
Ungelésten wird abfiltriert. 100 ccm des Filtrats werden zu gleichen Teilen 


mit Aq. dest. verdiinnt (A). Weitere 100 ccm Filtrat werden mit 100cm J — 
eines 2°/,igen Pankreatinextraktes versetzt (B). 
Beide Ansatze kommen unter Toluolzusatz in gut verschlossenen Flaschen JB 
fiir 31/, Tage in den Brutschrank (37°). Dann Untersuchung, wie in Versuchs- J d 
beispiel 1. 


Herstellung der Pankreatinlésung. 


3 g Pankreatinum pur. absolut. Rhenania werden mit 150 ccm Aq. dest. 
in geriumiger Reibschale gut verrieben. Nach 10 Minuten langem Stehen 
wird durch Faltenfilter filtriert. Leicht opaleszierendes Filtrat. Bezeichnung: — 
2°/,iger waBriger Pankreatinextrakt. 


Tabelle 10. 


Gesamtjod Elektrometr. Titration 
Dauer Angew.|  Ver- Angew.| Ver- 
PH- au 
der Menge brauch . | Menge; brauch | _ 
Wert] Dijod- | an Jin | Dijod-| an | J’ in 
Bebriitung tyrosin-| n/200- | mg.0/,|tyrosin-| n/100- | 
lésung | Na,S,0, lésung | AgNO, 
in ccm | in ccm in cem| in ccm rise 
301 
(f=1,00) wen 
Al 3%/,Tage |7,60} 2 5,10 |2698] 50 | 0,050 | 0,13 H,S 
ohne Ferment 2 5,10 | 26,98 } 100 0,100 | 0,13 Wer 
Mittel 0,13) Zus; 
(f=1,00) keit 
Tage |7,32 2 5,02 | 26,56} 50 0,250 | 0,63 
mit Ferment 2 5,04 26,66 50 0,260 | 0,66 : 
Gesamtmittel 26,79 Mittel 065 
(A u. B) 4 
3. Anwendbarkeit der elektrometrischen Jodidtitration 
im untersuchten Milieu. 
Beispiel: Protokoll-Nr. IX, 38 und 40 (51). | pe 
Eine filtrierte Auflésung von etwa 0,8 g Dijod-l-tyrosin in 1 Liter Phos- a 
phatpuffer (PO, mol/30, px = 8) wird in einzelnen Portionen unter Toluol- & 
zusatz verschieden lange Zeit der Hydrolyse im Brutschrank iiberlassen. — ma 
Die frische Lésung (A) und die Portion nach 51/,tagiger Hydrolyse (B) wird BT 


dazu benutzt, um die Anwendbarkeit der elektrometrischen Jodidbestimmung — ,, /s 


m 
q 
7 
] 
] 
= 


Uber die vermeintliche Jodidabspaltung aus Dijodtyrosin usw. 2381 


unter den vorliegenden Bedingungen zu priifen. Zusatz gemessener Jodid- 
mengen. Die Gesamtjodbestimmung wird hier nicht protokollarisch 
wiedergegeben. Gefundener Mittelwert nach Buchholtz: 44,8 mg-°/, Jod. 


Tabelle 11. 


‘( 


Verbrauch an n/100- ‘Todid i 
 Bezeichnung Angewandt AgNO, in ccm bis in mg 
der Lésung zum Wendepunkt nial 
der Titrationskurve | 
A 100 ccm A kein Wendepunkt | 0 _- 
(frisch) 100 ccm A 0 
50 A+ 10 ccm 0,405 0,514 0,507 
KJ n/2500 
B 50 ccm B 0,085 0,108 — 
(5'/. Tage) 50 com B 0,090 0,114 ~- 
| Mittel: 0,111 
50 com B+ 20 cem 0,870 1,104 | 1,125 
KJ n/2500 


4. Der negative Ausfall bei der elektrometrischen Titration ist 


' auch insalpetersaurer Lésung fiir das Fehlen von Jodid beweisend. 
Beispiel: Protokoll-Nr. IX, 215. 
_ 0,2 g Dijodtyrosin in 500 ccm verdiinnter Salpetersiure (4 ccm 25°/,ige 
_ frisch ausgekochte HNO, auf 500 ccm Aq. dest.) werden sofort, sowie nach 
30 Minuten und 24 Stunden elektrometrisch auf Jodid untersucht. Bei Ver- 
wendung von 100 ccm Dijodtyrosinlésung unter Zusatz von 5 ccm 20°/,iger 
H,SO, 14B8t sich zu keiner Zeit an der Silberelektrode Jodid nachweisen. Ein 
Wendepunkt der Titrationskurve wird nicht festgestellt (vgl. Tab. 2). Nach 
Zusatz gemessener Mengen von Jodid wird dieses mit hinreichender Genauig- 
keit wiedergefunden. 


Tabelle 12. 


Verbrauch ccm n/100- 


AgNO, bis zum Jodid in mg 
Angewandt Wendepunkt 4 
der Titrationskurve gefunden berechnet . 


100 cem schwach sal- | Kein Wendepunkt fest- _- - 
petersaurer Dijodty- stellbar 
rosinlésung (vgl. 
oben) 
' 100 cem obiger sal- 0,490 0,622 

petersaurer Dijodty- (ber. 0,500) | 

rosinlésung+10 com 

n/2000-KJ 
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Zusammenfassung. 


1. Aus Dijodtyrosin wird bei schwach alkalischer Reaktion 
mit sehr geringer Geschwindigkeit Jodid abgespalten, das mittels 
elektrometrischer Titration messend verfolgt wird. 


2. Durch wirksames Trypsin wird dieser Vorgang sehr wenig, 
aber immerhin nachweisbar, beschleunigt. Jedoch erreicht er 
niemals auch nur annahernd das Ausma8, das aus Oswalds Ver- 
suchen hervorzugehen schien. 


8. Fir die Ergebnisse bei der Silberfallung, die geeignet sind, 
Jodid vorzutiuschen, werden an Hand eigener Versuche Deutungs- 
moéglichkeiten besprochen. 
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Die Gestalt des Insulinteilchens. 
Berichtigung zur 10. Mitteilung iber Insulin.}) 


Von 
Karl Freudenberg. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1931.) 


In unserer letzten Mitteilung iiber das Insulin ist eine Be- 
trachtung iiber die Gestalt des Insulinteilchens in Lésung an- 
gestellt worden, die anfechtbar ist und im folgenden in berichtigter 
Fassung wiedergegeben werden soll. Sie kniipft an die Tatsache 
an, daB wir auf chemischem Wege ein Aquivalent von etwa 18900 
fiir das wasserfreie, krystallisierte Insulin wahrscheinlich gemacht 
haben, wihrend B. und The Svedberg?) im ungefihren 
Bereiche von px = 4,5—7,0 die Teilchengr6éBe 35000, also doppelt 
so groB finden. In anderem pu-Bereich erhalten die schwedischen 
Forscher kleinere Werte. Das Teilchen von 35000 setzt sich also 
mindestens aus 2 Mol. von 17000—18000 zusammen. 

Sjogren und The Svedberg geben ein spezifisches Lésungs- 


 volumen an, das der Dichte 1,84 in Lésung entspricht. Nach 


Messungen von Dr. Eyer haben gut ausgebildete Insulinkrystalle 
eine Dichte von 1,315. Beriicksichtigt man das Krystallwasser, so 


 ergibt sich ungefaéhr dieselbe Dichte wie in der Lésung. 


Da Insulin 14,5°/, Stickstoff enthalt, wovon 1°/, Amino- 
stickstoff ist, so 14Bt sich aus den verbleibenden 138,5°/, Stickstoff 


ein mittleres Molekulargewicht 104 der im Insulin enthaltenen 
Aminoséurereste berechnen, wenn man annimmt, in den 
| 18,5°/, praktisch kein anderer als Peptidstickstoff vorhanden ist 


(zB. nur sehr wenig Histidin). Die Zahl 104 ist daher eine 
Mindestzahl. Aus ihr und der Dichte ergibt sich zufolge 


104 


134-N = 127- 10-7! ccm 


1) K. Freudenberg u. W. Dirscherl, Diese Z. 202, 199 (1931). 
2) J. Amer. Chem. Soc. 53, 2657 (1931). 
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daB eine solche Aminosauregruppe ein durchschnittliches Volumen 
von 127 A® einnimmt. Wird die Linge der Einheit —N—C—C— 
H HR O 
in einer Polypeptidkette = 8,5 A gesetzt, so ergibt sich, daB die 
Raumerfiillung eines Aminosiurerestes einem Prisma von der 
Kantenlinge 8,5:6:6 A gleichkommt. Allgemeiner ausgedriickt 
besteht fiir die Kantenlinge die Beziehung 8,5:a:b, wobei 
a:b = 86 ist. Daher kann das Verhialtnis der Kanten auch mit 3,5: 


36 
a: — angegeben werden. 
a 


Sjogren und The Svedberg finden fiir das Insulinteilchen 
vom Gewicht 35000 Kugelgestalt. Aus Dichte und Teilchen- 
gewicht berechnen sie den Radius 21,8 A. Da wir mit derselben 
Dichte operieren, ergibt sich fiir 2 zu einer Kugel zusammen- 
geknaulte Peptidketten vom Molekulargewicht 17—18000, deren 
einzelne Glieder die oben berechnete Raumerfiillung haben, not- 
wendigerweise derselbe Radius. Es ware verfriiht, statt eines 
Kniéuels ein geordnetes Gefiige von ungefahrer Kugelform aus 
Peptidketten konstruieren zu wollen, deren Aminosaureeinheit die 
oben geschilderten Dimensionen hat. Unseren Versuch, in erster 
Anniherung an die Kugelgestalt ein zylindrischées Gebilde zu be- 
rechnen, in dem Hohe und Durchmesser gleich sind, geben wir 
daher auf. 

Setzt man unser auf chemischem Wege ermitteltes Aqui- 
valentgewicht 17000—18000 gleich dem Molekulargewicht des 
krystallisierten Insulins und mit man dieser Zahl sowie der Teil- 
chengréBe 85000 von Svedberg geniigend Genauigkeit bei, so 
ergibt sich, daB die erste tibermolekulare Einheit des Insulins 
aus einem Aggregat von 2 Ketten vom Molekulargewicht 17000 
bis 18000 besteht. Es liegt nahe, in diesen Doppelmolekilen auch 
die Bausteine der Insulinkrystalle zu sehen. Ob diese beiden 
Kettenmolekiile im Krystall ausgerichtet sind, oder ob die kuge- 
ligen Kniuel sich zum Insulinkrystall ordnen, ist unbekannt. Die 
zweite Auffassung hat den Vorteil, daB sie das Fehlen des geordneten 
Gitters in den ibrigens schén ausgebildeten Insulinkrystallen 
ohne weiteres erklart. 
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Uber die Vergarung von Glycerinaldehyd. 


Von 


Artturi I. Virtanen und Janicke v. Hausen. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Stiftung fiir chemische Forschung, Helsinki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1931.) 


Vor einiger Zeit hat der eine von uns mit H. Karstrém 
und O. Turpeinen!) iiber die Vergirung des Dioxyacetons mit 
B. coli berichtet. Dabei wurde gefunden, daB die an Dioxyaceton 
gewohnten Bakterien etwa 2mal schneller Dioxyaceton als 
Glucose vergéren und daB die Triose direkt ohne vorhergehende 
Kondensation zu Hexose vergoren wird. Wahrend der Vergirung 
erfolgte offenbar eine Cannizzarosche Reaktion zwischen zwei 
Molekiilen Dioxyaceton, wobei das eine zu Glycerin reduziert, 
das andere zu Essig- und Ameisensiure, wahrscheinlich iiber 
Glycerinséure, oxydiert wurde. Diese Arbeit zeigte, daB Dioxy- 
aceton nicht bei allen Girungen iiber Hexose vergoren wird, wie 
dies bei der alkoholischen Gaérung nach Neuberg und Kobel?) 
und Iwasaki?) der Fall zu sein scheint. In unserem Laboratorium 
ist spater die Vergarung des Dioxyacetons auch mit anderen Bak- 
terien, z. B. Propionséurebakterien untersucht worden. Wir 
werden auf diese Versuche bald zuriickkommen. 

Die nahe Beziehung des Dioxyacetons zu Glycerinaldehyd — 
beide bilden ja eine gemeinsame Enolform — lat annehmen, 
daB die beiden Triosen in gleicher Weise vergoren werden. In der 
Tat zeigten die mit Glycerinaldehyd angestellten vorliufigen Ver- 
suche, da8 unser B. coli I Glycerinaldehyd vergirt und als Gir- 
produkte Glycerin, Essig- und Ameisensiure bildet, also gleiche 
Produkte wie aus Dioxyaceton. Wenn man d,]-Glycerinaldehyd 
als Garsubstrat verwendet, wird nur die eine Hialfte vergoren. 


1) Diese Z. 187, 7 (1930). 
*) Biochem. Z. 208, 452 (1928). 
3) Biochem. Z. 208, 237 (1928). 


? 
e 
T = 
| 
. | 
n 
n 
48 
4 
le 
ir 
‘le 
ag 
Sy 
18 
. 
1€ 
2. 
i 


986 Artturil. Virtanen und Janicke v. Hausen, 


In der Garlésung bleibt die rechtsdrehende Form, der d-Glycerin- 
aldehyd, intakt. Uber diese Ergebnisse haben wir schon vorliufig 
berichtet.1) Etwa gleichzeitig unabhingig von uns hat auch Neu. 
berg?) gefunden, daB B.coli nur den levogyren Glycerinaldehyd 
vergirt, wodurch sich die Méglichkeit zur praparativen Herstellung 
der dextrogyren Form 6ffnet. Die Girprodukte des 1-Glycerin- 
aldehyds hat Neuberg nicht naher bestimmt. 

Unsere Versuche mit d,l-Glycerinaldehyd wurden im groBen 
und ganzen auf gleiche Weise wie die in der friitheren Arbeit mit 
Dioxyaceton ausgefiihrt. Der Glycerinaldehyd wurde nach Woh] 
und Neuberg’) aus Acrolein hergestellt (Schmelzp. 140°). Ein 
Glycerinaldehydpriparat, welches von der Firma Dr. Fraenkel und 
Dr. Landau, Berlin, bezogen worden war und den Schmelzp. 142° 
zeigte, konnte nur unvollstiindig in Girung gebracht werden. 

Zu den Giarversuchen wurden die Bakterien gewohnlich in 
1°/, Glucose enthaltender Bouillon geziichtet. Nach 20stiindigem 
Wachstum wurden die Bakterien abzentrifugiert, gewaschen und 
zu Giarversuchen verwandt. Da die ,,Gewohnung” bei der 
Girung des Dioxyacetons von entscheidender Bedeutung ist, 
haben wir versucht, auch fiir die Girversuche mit Glycerinaldehyd 
die Bakterien in glycerinaldehydhaltiger Nahrlésung zu ziichten. 
Es zeigte sich jedoch, daB die Bakterien in einer Nahrbouillon, 
welche an Stelle der Glucose 0,1°/, Glycerinaldehyd enthielt, gar 
nicht wuchsen, obwohl ein Wachstum in derselben Nahrlésung 
schon ohne Glucose stattfindet. Durch Glycerinaldehyd wurde 
das Wachstum also gehemmt. 

In glucosehaltiger Nahrlésung, zu der 0,1°/) Glycerinaldehyd 
zugesetzt war, konnten die Bakterien dagegen wachsen. Der 
Glycerinaldehyd verschwand dabei aus der Lésung, weshalb man 
annehmen kann, daB die Bakterien wahrend ihres Wachstums 
Gelegenheit zur ,,Gewéhnung’ an Glycerinaldehyd hatten, ob- 
wohl der Glycerinaldehyd nicht das einzige Kohlenhydrat in der 
Nahrfliissigkeit war. 

Die parallelen Girversuche mit diesen ,,gewohnten“ Bak- 
terien und nur in Glucosenahrlésung gewachsenen ,,ungewohnten* 
Bakterien zeigten jedoch, da8 der Zusatz von Glycerinaldehyd 
zur Nihrlésung keine deutliche Erhéhung der Aktivitaét der er- 
haltenen Bakterienmasse bewirkt hatte. 

1) Acta Chemica Fennica, Abt. B, Oktoberheft 1930. 


2) Biochem. Z. 228, 257 (1930). 
3) Ber. chem. Ges. 33, 3095 (1900). 
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| zuriickzufiihren, daB bei dieser Girung die Phosphorylierung nicht 


Uber die Vergirung von Glycerinaldehyd. 237 

Die Giérung begann sofort unabhingig davon, ob die Bak- 
terienmasse aus der glycerinaldehydhaltigen Kultur oder der nur 
(ilucose enthaltenden Kultur erhalten worden waren. Auch die 
Girgeschwindigkeit war in beiden Fillen praktisch dieselbe, wie 
aus folgenden Zahlen hervorgeht. 


Vers.-Nr. 
I 1g Bakterienmasse vergirte 50 mg Glycerinaldehyd in 820 Min. 
Vill lg ‘a 50 mg 869 ,, 
XI lg 50 mg pa 
XII lg 50 mg 804 ,, 


Die Bakterienmassen in den Versuchen I und XII waren in 
glycerinaldehydhaltiger, in den Versuchen VIII und XI in glucose- 
haltiger Nahrlésung geziichtet. Durch die Anwesenheit von Gly- 


| cerinaldehyd in der Niahrlésung sind die Bakterien also nicht 


,gewOhnt und dadurch befahigt worden, diese Triose schneller 
zu vergéren. Die Sachlage ist hier also ganz anders als bei den 
Versuchen mit Dioxyaceton. Zu vergessen ist jedoch nicht, daB 


man die Bakterien in dioxyacetonhaltiger Naihrlésung, welche als 
| einziges Kohlenhydrat Dioxyaceton enthielt, kultivieren konnte, 
| was beim Glycerinaldehyd nicht der Fall war. 


Die Girgeschwindigkeit des Glycerinaldehyds ist etwa 20mal 


kleiner als die maximale Gargeschwindigkeit des Dioxyacetons. 
| Es scheint so, als ob Glycerinaldehyd tiberhaupt nur schwer ver- 


girbar wire. Manchmal kommt die Giarung schon nach einigen 


| Stunden zum Stillstand — die Garlésung wird dabei gelb — und 
man mu8 frische Bakterienmasse zur Girlésung zusetzen, um die 
| Gérung von neuem in Gang zu bringen. Die Glycerinaldehyd- 
_konzentration spielt bei dieser ,,Giftwirkung® keine ausschlag- 


gebende Rolle, denn die Girung kann in 0,2°/,iger Lésung ebenso 


' gut zum Stillstand kommen, wie in 1°/,iger. In Konzentrationen 
uber 1°/) Glycerinaldehyd wurde zwar keine Girung mehr beob- 
_achtet. Wir haben den Eindruck bekommen, da8 aus Glycerin- 


aldehyd Substanzen entstehen, welche eine Giftwirkung auf die 
Bakterien ausiiben. Wenn man fiir die Bakterien N-Nahrung in 
die Garlésung gibt (z.B. Ammoniumsulfat), so wird die Gift- 
wirkung besser vertragen und die Girung verliuft mit der ur- 


'spriinglichen Bakterienmasse zu Ende. Die Anfangsgeschwindig- 
keit wird durch Ammoniumsulfat nicht erhéht. 


Durch Phosphatzusatz wurde die Girgeschwindigkeit des 
Glycerinaldehyds nicht merklich erhéht. Das ist vielleicht darauf 
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die geschwindigkeitsbestimmende Teilreaktion ist. Bei der Ver. 
girung des Dioxyacetons wirkt der Phosphatzusatz dagegen stark 
auf die Giargeschwindigkeit. 

Wie schon erwéhnt, wird nur die Halfte des zum Garversuche 
angewandten d,l-Glycerinaldehyds mit B.coli vergoren. Bei der 
Bestimmung von Glycerinaldehyd wurde die Oxydationsmethode 
mit Bromwasser!) angewandt. Um zu ermitteln, welche von den 
Komponenten des angewandten Glycerinaldehyds vergoren war, 
wurde so verfahren, daB die Girfliissigkeit nach Beendigung der 
Garung mit Trichloressigsiure geklirt wurde, wonach in einem 
Teil der Lésung der Glycerinaldehyd, in dem anderen Teil das 
Drehungsvermégen bestimmt wurden. Weil bei der Garung keine 
anderen optisch aktiven Substanzen entstanden waren, konnte 
man mit gutem Grund annehmen, da8 die beobachtete Drehung 
vom aktiven Glycerinaldehyd herriihrt. Wir fanden in einer Gar- 
lésung, welche 0,860 g Glycerinaldehyd in 100 ccm enthielt, 

Wohl und Momber?) haben fiir d-Glycerinaldehyd den an- 
geniherten Wert von [«]p = etwa +24° gefunden. 

Die Giarprodukte, welche aus dem vergorenen 1-Glycerin- 
aldehyd herstammen, wurden nach den im experimentellen Teil 
erwihnten Methoden quantitativ bestimmt. Die Garprodukte be- 
standen aus Glycerin und Essig-, Ameisen- und Milchsaéure. Neben 
diesen Girprodukten wurde auch CO, und Hy, gebildet. Die ge- 
fundenen Mengen der erwihnten Garprodukte sind in folgender 
Tabelle zusammengestellt. 


Tabelle 1. 
Vergorener Essig- | Ameisen- Milch- 
Glycerin- Glycerin Alkohol 
Nr. aldehyd siure siure saure 
VII 1018 18.9 23,0 4,8 1,8 21,8 
Vill 925 14,4 32,4 0,7 1,7 24,4 
IX 495 — 27,0 1,6 — — 
xX 1950 23,8 — — — 16,8 
XI 1500 30,5 8,2 4,2 — — 
XII 1500 29,3 8,1 4,4 — 26,4 


1) Neuberg u. Collatz, Biochem. Z. 223, 494 (1930). 
2) Ber. chem. Ges. 47, 3346 (1914). 
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Die Milchséure wurde sowohl durch Oxydation mit n/500- 
KMnO, zu Acetaldehyd als auch als Zn-Salz bestimmt. Die ge- 
bildete Milchséiure war inaktiv. 

Die Feststellung der Milchsiure als Garprodukt des Glycerin- 
aldehyds beweist, da8 Glycerinaldehyd zum kleineren Teil iiber 
Methylglyoxal in Milchséure umgewandelt wird. Bei unseren Ver- 
sucken wurde etwa 1/, vom vergorenen Glycerinaldehyd in Milch- 
siure dismutiert. Aus Dioxyaceton wird dagegen Milchsiure 
nicht in nachweisbarer Menge gebildet. Hier liegt also ein Unter- 
schied zwischen der Garung des Dioxyacetons und Glycerin- 
aldehyds mit B. coli. 

Die Hauptmenge des Glycerinaldehyds wird jedoch offenbar 
in derselben Weise wie das Dioxyaceton dismutiert. Als Reduk- 
tionsprodukt entsteht in beiden Fallen Glycerin, aus Glycerin- 
aldehyd natiirlich weniger als aus Dioxyaceton, weil ein Teil des 
Glycerinaldehyds in Milchsiure verwandelt wird. Die beste Aus- 
beute an Glycerin war 30,5°/) vom vergorenen Glycerinaldehyd. 
Weil das Glycerin auch mit B. coli vergirbar ist, ist es natiirlich, 
da8 die Ausbeute bei verschiedenen Versuchen nicht dieselbe war. 
Bei den Versuchen XI und XII, wo man keine merkbare Bildung 
von Wasserstoff beobachtete, wurde das Glycerin offenbar nicht 
weiter vergoren. Die Glycerimmenge war auch in diesen beiden 
Versuchen praktisch dieselbe. 

Als Oxydationsprodukt entsteht aus Glycerinaldehyd, wie auch 
aus Dioxyaceton primar wahrscheinlich Glycerinséiure und als 
deren Spaltungsprodukte Essig- und Ameisensiure. Glycerinsiure 
haben wir nicht isolieren kénnen, Essig- und Ameisensiure da- 
gegen in den meisten Versuchen. Weil die Ameisensiure vom 
B.coli leicht in CO, und H, gespalten wird, verschwindet die 
Siure allmaéhlich. In den Versuchen XI und XII ist die Spaltung 
der Ameisenséure ganz minimal gewesen. Bei diesen Versuchen 
ist auch die Glycerinséure nur teilweise in Essig- und Ameisen- 
siure gespalten, die Menge dieser Saéuren entspricht gar nicht dem 
gebildeten Glycerin. In Versuch VIII ist die Essigsiuremenge 
sehr hoch (82,4°/,). Ein Teil der Essigsaéure ist offenbar in diesem 
Falle aus Glycerin entstanden. Die ungewéhnlich niedrige Aus- 
beute an Glycerin zeigt auch, daB das entstandene Glycerin schon 
zum Teil vergoren ist. Bei allen Versuchen, in denen der Alkohol 
bestimmt wurde, war dessen Menge minimal, 1—2°/, vom Gly- 
| cerinaldehyd. Es ist fraglich, ob der Alkohol aus Glycerinaldehyd 

oder den Zellbestandteilen entstanden ist. Andere Garprodukte 
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konnten wir nicht in nachweisbarer Menge isolieren. Bernsteinsiure 
war héchstens in Spuren entstanden. 

Auf Grund unserer Versuche wird der d,l-Glycerinaldehyd 
von B.coli auf folgende Weise gespalten und dismutiert: 


d, 1-Glycerinaldehyd 
| | 


| 
Y Y 
d-Glycerinaldehyd 
etwa 25%] | 
Y Y 


Methylglyoxal Glycerin -- Glycerinsiure 
| 


— 


Y 
Essigséure + _Ameisensiure 


Y Y 
Milchsaure (inaktiv) H, + CO, 


Die Hauptmenge vom 1-Glycerinaldehyd wird also 
nach unserer Auffassung in derselben Weise dismutiert 
wie das Dioxyaceton. Durch Cannizzarosche Umwand- 
lung entsteht zuerst Glycerin und Glycerinsdéure. Neben dieser 
Reaktion wird ein Teil vom 1-Glycerinaldehyd in Methylglyoxal 
verwandelt. Man kénnte auch annehmen, daB 1-Glycerinaldehyd 
total in Methylglyoxal iibergeht und da8 Methylglyoxal zum Teil 
in Milchsiure, zum Teil aber durch Cannizzarosche Umwand- 
lung in Glycerin und Brenztraubensiure dismutiert wird. Aus 
Brenztraubensaure kénnten dann Essig- und Ameisensiéure nach 
folgender Gleichung entstehen: 

CH, - CO -CO,H H,0 = CH, - CO,H + HCO,H . 

Dieser Weg ist jedoch deshalb wenig wahrscheinlich, weil 
unser B. coliI aus Methylglyoxal nach dem fritheren Befunde 
des einen von uns!) etwa 80°/, Milchséure bildet. 


Experimenteller Teil. 


Die Anordnung der Versuche war dieselbe wie bei den fritheren Ver- 
suchen mit Dioxyaceton. Die Garversuche wurden also mit abzentrifugierten 


1) Virtanen, Ann. Acad. Scient-Fennicae. A 29, 26 (1927). 
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und gewaschenen Bakterienmassen unseres B. colil ausgefiihrt. Die Gar- 
Jésung enthielt: 

sterilisiertes Wasser, 

0,2—0,9°/, Glycerinaldehyd, 

sterilisierte Kreide. 


Bei einigen Versuchen wurde Ammoniumsulfat der Garlésung zugesetzt. 


Das Bakterienmaterial ziichteten wir in den meisten Fallen in einer 
Nahrlésung von folgender Zusammensetzung: 3 g NaCl, 5 g K,HPO,, 4 g Liebigs 
Fleischextrakt, 8 g Pepton und 10 g Glucose in 1 Liter Wasser. Durch Zu- 
figen von 2n-NaOH-Lésung wahrend des Wachstums (etwa 20 Stunden 
bei 37°) wurde das px bei 7 gehalten. Aus 5 Liter Kultur wurden in dieser 
Weise im Mittel 15 g abzentrifugierte, feuchte Bakterienmasse erhalten. 

Wenn wir die Bakterien in einer Nahrlésung zu kultivieren versuchten, 
welche soweit die obige Zusammensetzung hatte, nur an Stelle der Glucose 
(),19/) Glycerinaldehyd enthielt (nach Sterilisieren aseptisch zugefiigt), wuchsen 
die Bakterien nicht. Ohne Glycerinaldehyd war das Wachstum dagegen gut, 
obwohl nicht so kraftig wie mit Glucose. Der Glycerinaldehyd hemmte das 
Wachstum auch in dem Falle, daB er erst dann, nachdem die Bakterien schon 
einige Stunden gewachsen waren, der Nahrlésung zugesetzt wurde. Wenn 
die Nahrlésung dagegen neben 0,1°/, Glycerinaldehyd auch 1°/, Glucose ent- 
hielt, wurde ein kraftiges Bakterienwachstum erhalten. Die Bestimmung des 
Glycerinaldehyds zeigte, daB er schon wihrend 20 Stunden total verschwunden 
war. Man kann also annehmen, daf die Bakterien eine Gelegenheit zur ,,Ge- 
wohnung’ an Glycerinaldehyd auch in glucosehaltiger Nahrlésung, welche 
Glycerinaldehyd enthielt, hatten. Wie aus den Garversuchen mit den ,,ge- 
wohnten“ und ,,ungewohnten“ Bakterienmassen hervorgeht, hatte der Glycerin- 
aldehyd in der Nahrlésung keine Einwirkung auf die Aktivitét der aus der 
Nahrlésung erhaltenen Bakterienmasse. 

Wie schon gesagt, war die Anordnung der Garversuche dieselbe wie bei 
den friiheren Versuchen mit Dioxyaceton. Um eine Wiederholung zu vermeiden, 
verweisen wir auf die Mitteilung von Virtanen, Karstrém und Turpeinen 
(a. a. O.). 


Von der Analyse des Gargutes sei folgendes erwiahnt. 


Aus dem Géargut wurden nach Beendigung der Girung 
2 Proben, die eine fiir die Bestimmung des Glycerinaldehyds und 
die andere fiir die Bestimmung der Milchsiure genommen. Der 
Glycerinaldehyd wurde nach der Methode von Neuberg be- 
stimmt. Diese Methode — die Oxydation des Glycerinaldehyds 
mit Bromwasser — gab nach Beendigung der Girung Werte, 
welche ziemlich genau 50°/, von den anfangs eingewogenen Mengen 
waren. Da wir dann feststellen konnten, da8 nur die |-Form 
vergoren wird, war die Ubereinstimmung mit dem berechneten 
Wert sehr gut. 


Die Bestimmung der Milchsaure, der fliichtigen Saéuren, der 
nicht fliichtigen Siuren, des Alkohols und Glycerins erfolgte in 
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derselben Weise wie bei den friiheren Versuchen mit Dioxyaceton, (2 
Wir verweisen auf die Mitteilung iiber die Vergarung von Dioxy. Be" 
aceton (a. a. 0.). Bei einem Versuch wurde die Milchsaure jedoch 
auch in Substanz isoliert. 

Insgesamt haben wir 13 Garversuche mit Glycerinaldehyif | 
ausgefiihrt. Wir beschreiben unten nur einige von diesen naher, |" ‘ 


Versuch VIL, 
Die Bakterien wurden in Glucosebouillon von folgender Zusammensetzung FF 
geziichtet. Die abzentrifugierte, feuchte Bakterienmasse wog 5 g. ] 
Die Zusammensetzung der Garlésung: chlor 
1,85 g Glycerinaldehyd, 
2,5 g CaCO,, 360 n 
0,1 g (NH,),SO,, Drehn 


5,0 g feuchte Bakterienmasse. 
Gesamtvolumen 200 ccm. 


Tabelie 2. Die M 

Mileh; 

Feit Glycerinaldehyd Gas ran ze! 

in Stunden com 

In mg 

10,5 — 39 
12,; 220 48 
1350 55 
17 — 72 
2430 85 
3645 oli 129 
4030 152 
4445 204 
62,; — 310 
67 900 328 


Aus der Anfangsgeschwindigkeit kann man berechnen, dab 
1 g feuchte Bakterienmasse 50 mg Glycerinaldehyd in 869 Minuten 
vergirt. Die Gasbildung nahm nach 17 Stunden ab, wurde aber 
danach bald wieder heftiger. Das Gas bestand anfangs haupt- 
siichlich aus Kohlendioxyd, spiter aber auch aus Wasserstoff. 
Daraus kann man schlieBen, da8 sich bei der Girung mindesten: 
zwei verschiedene Reaktionen abspielen. In der Tat war die 
Ameisensiure nach Unterbrechung der Garung beinahe total ver 1) 
schwunden und auch die Glycerinmenge war viel kleiner als beif(!923); 
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einigen spateren Girungen (vgl. unten), bei denen keine ,,Nach- 


“ girung‘‘ stattfand. Nach Beendigung der Girung wurden aus der 
rch 60 ccm zur Bestimmung des Glycerinaldehyds, 10 cem 


zur Bestimmung der Milchsiure genommen. 


In 40 ccm der Girlésung wurde, nachdem eine EnteiweiBung 
mit 4 cem Metaphosphorsiure stattgefunden hatte, der Glycerin- 
aldehyd nach Neuberg und Collatz bestimmt. Es wurden 
dabei 180 mg Glycerinaldehyd, also in der ganzen Girlésung 
900 mg oder 48,6°/, von der urspriinglichen Menge gefunden. 


In 20 cem der Giarlésung fallten wir die EiweiBstoffe mit ‘T'ri- 
chloressigsiure, wonach das Drehungsvermégen in der klarer. 
Lésung bestimmt wurde. Die Lésung enthielt nach Verdiinnen 
360 mg Glycerinaldehyd per 100 ccm. Wir beobachteten eine 
Drehung von +0,18° im 2 dm-Rohr, woraus sich berechnen lat 


0,18-100 
0,36-2 


1yd 
Ler. 


ung 


= 26°, 


Die Milchséurebestimmung nach Fiirth-Charnass ergab 5,65 mg 
Milchséure in 5 ccm Garlésung, also 226,0 mg Milchsiéure in der 
ranzen Garlésung, entsprechend 24,4°/, vom vergorenen Gly- 
ceaaldehyd (925 mg). 


180 cem der G&rlésung wurden bis zur Halfte abdestilliert. 
In dem Destillat bestimmten wir den Alkohol nach Kuriloff. 
Es wurden 8,25 mg Alkohol, also in der ganzen Girlésung 12,6 mg 
oder 1,65°/, vom vergorenen Glycerinaldehyd gefunden. 


Der Riickstand nach dem Uberjagen des Alkohols wurde bis 
mr Trockne eingedampft, mit entwassertem Na,SO, gemischt 
und dann einer 2tigigen Atherextraktion im Soxhletapparat 
interworfen. In dieser Weise wurden 86,6 mg Glycerin, ent- 
prechend 133,2 mg oder 14,4°/, vom vergorenen Glycerinaldehyd 
in der ganzen Garlésung gefunden. 


Nach Extrahieren des Glycerins wurde der Salzmasse Wasser 
ugesetzt, wonach mit H,SO, angesiuert und mit Wasserdampf 
estiliert wurde. Die fliichtigen Sauren wurden nach Virtanen?) 
bestimmt. Wir fanden in der ganzen Garloésung 


299,6 mg Essigsiure oder 32,4°/, vom vergorenen Glycerinaldehyd, 
12,0 mg Ameisenséure oder 0,7°/, ,, 


1) Virtanen, Soc. Scient. Fennica, Comm. Phys.-Math. 1, Nr. 36 
i§(1923); Virtanen u. Pulkki, J. Am. chem. Soc. 70, 3138 (1928). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCIV. 18 
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Versuch XI. 


Garansatz: 3,000 g Glycerinaldehyd, 

3g CaCO,, 
22 g feuchte Bakterienmasse, 
Gesamtvolumen 870 ccm. 

Die Bakterienmasse war in Glucosebouillon gewachsen, 
(NH,),.SO, wurde bei diesem Versuch der Garlésung nicht zu. 
gesetzt. Die Girung kam zum Stillstand, nachdem etwa die Hiaite 
vom vergirbaren Glycerinaldehyd verschwunden war. Nach 71. 
satz neuer Bakterienmasse begann die Gérung von neuem. Die 
Gasbildung geht aus folgenden Zahlen hervor. 


Tabelle 8. 


Nach Stunden 0] 2] 4 | 49°) 28] 469° | 48 | 50 | 53 | 66°° | 90 


Gascem .. . . 0 [21] 45] 50|95| 100 | 114 |130] 147] 171 | 195 
Glycerinaldehyd 
vergoren mg . —*)} — — |14% 


*) Neue Bakterienmasse zugesetzt. 


1 g feuchte Bakterienmasse hat also 50 mg Glycerinaldehyd 
in 843 Minuten vergoren. 

Zur Bestimmung des Glycerinaldehyds wurden 40 ccm Gar- 
lésung verwandt. Wir fanden in diesem Volumen 69,5 mg Gly- 
cerinaldehyd, entsprechend 1510 mg in der ganzen Gérlésung 
oder 50,3°/, der urspriinglichen Glycerinaldehydmenge. 

830 cem der Garlésung (entsprechend 1431 mg vergorener Glycerin- 
aldehyd) kamen bei Bestimmung der Garprodukte zur Verwendung. Analysen. 


resultat: 
Glycerin . . 30,5°/, vom vergorenen Glycerinaldehyd 


Essigsaiure 8,9°/, 99 
Milchséure . 25,7°/ 
Bei diesem Giarversuch war die gebildete Gasmenge viel 
kleiner als im vorigen. Die Ameisenséure ist nicht im gréBeren 
MaB8e gespalten worden und aus der Essigsiuremenge zu schliefen, 
ist die als Zwischenprodukt angenommene Glycerinsiure nicht 
total gespalten worden. 
Versuch XII. 


Garansatz: 3,000 g Glycerinaldehyd, 
3g CaCO,, 
900 com m/40-PO,-Lésung. 
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| aldehyd zugesetzt war, geziichtet. 


o| 18 [32] 48 | 65 | 71 [95] 132 | 148 | 215] 263] 278 


404 Minuten vergoren. 


Oxydation mit Kaliumpermanganat, als auch in Substanz be- 
stimmt. Bei der Isolierung der Milchsiure wurde folgenderweise 
verfahren. 


wurde dann bei 37° auf ein kleines Volumen eingeengt, mit 
| Schwefelsfure angeséuert und wahrend 2 Tagen im Perkolator 
‘mit Ather extrahiert. Nach Verdampfen des Athers wurde der 
| Riickstand in Wasser gelést und mit Zinkoxyd neutralisiert. Die 
Lésung wurde filtriert und stark eingeengt. Beim Erkalten ver- 
'wandelte sich die Lésung in eine Krystallmasse, welche auf Ton- 
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Der Garlésung wurden 18 g feuchte Bakterienmasse zugesetzt. Die 
Bakterien waren in 5 Liter 1°/jiger Glucosebouillon, zu der 5 g Glycerin- 


Tabelle 4. 


Nach Stunden 14°/3] 49°] 59°] 93°/24] 78 | 80 | 112] 126] 138 


Glycerinaldehyd 
vergoren mg . . |—| — 303] — | -——- —*)] — J] — 


*) Neue Bakterienmasse zugesetzt. 


1g Bakterienmasse hat also 50mg Glycerinaldehyd in 


Analysenresultat : 


Glycerin . . 29,3°/) vom vergorenen Glycerinaldehyd 
Essigsiure . 8,1°/, ,, 
Ameisensaure 4,4°/, ,, 
Milchsaure . 26,4°/ 0» ” ” 


Die Milchséure wurde bei diesem Versuch sowohl durch 


Nachdem die fliichtigen Sauren mit Wasserdampf iibergetrieben 
waren, neutralisierte man den Riickstand mit Soda. Die Lésung 


teller getrocknet wurde. Nach 2maligem Umkrystallisieren 
aus Wasser wurde das bei Zimmertemperatur getrocknete Zn-Salz 
analysiert. 


0,1360 g Substanz gaben bei 110° 0,0246 g H,O ab. 
0,1070 g entwasserte Substanz lieferten 0,0362 g ZnO. 


(C,;H,O,),2n + 3H,O Ber. H,O 18,18%/, Gef. H,O 18,08°/, 
Ber. ZnO 33,47%/) Gef. ZnO 33,83, 
Das Salz war also das Zn-Salz der inaktiven Milchséure, welche 


bekanntlich mit 8 Mol. Krystallwasser krystallisiert. 
18* 
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Zusammenfassung. 


Im AnschluB an die friihere Arbeit tiber die Vergirung voy 
Dioxyaceton haben wir unter Anwendung derselben Versuchs. 
methodik die Vergirung des Glycerinaldehyds mit unserem B. coli | 
untersucht. Vom d,1-Glycerinaldehyd wird die l-Form mit diese: 
Bakterium vergoren, die d-Form bleibt dagegen intakt. 

Die Girgeschwindigkeit des Glycerinaldehyds war etw; 
20mal kleiner als die maximale Gargeschwindigkeit des Dioxy- 
acetons. Eine ,,Gewéhnung‘ der Bakterien an Glycerinaldehyd 
wurde nicht beobachtet, die Garung mit den in Glucosebouillon 
gewachsenen Bakterien begann sofort im Gegensatz zu der Garung 
des Dioxyacetons. Der Glycerinaldehyd ibte eine deutliche Giit- 
wirkung auf die Bakterien aus, denn die Garung konnte gewoln. 
lich nur durch Zusatz neuer Bakterienmassen zu Ende gefiilri 
werden. In Bouillon, wohin 0,1°/, Glycerinaldehyd zugesetzt war, 
wuchsen die Bakterien nicht mehr, obwohl sie in zuckerfreier 
Bouillon einigermaBen wachsen kénnen. In Glucosebouillon wurde 
das Wachstum der Bakterien durch Glycerinaldehyd dagegen 
nicht gehemmt. 

Als Garprodukte des 1-Glycerinaldehyds entstanden Glycerin, 
Essig- und Ameisensdure, sowie CO, und Hg, also dieselben Pro- 
dukte wie aus Dioxyaceton. Dazu wurden aus Glycerinaldehyd 
noch etwa 25°/, Milchsiure gebildet. Der gréBte Teil des 1-Gly- 
cerinaldehyds wird also offenbar in derselben Weise wie Dioxy- 
aceton durch Cannizzarosche Reaktion in Glycerin reduziert 
und in Glycerinsiéure oxydiert, ein kleinerer Teil wird dagegen 
iiber Methylglyoxal in Milchsdiure dismutiert. 
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Die Sekretion und Thermostabilitét der Bakterienproteinasen. 
Von 


Artturi I. Virtanen und J. Tarnanen. 


(Aus dem Laboratorium der Butterexportgesellschaft Valio m.b.H., Helsinki.) 
(Der Redaktion zugegangen am 5. Dezember 1931.) 


Die Bakterien werden auf Grund ihres Verhaltens zu Gela- 
tine in 2 Gruppen eingeteilt: die Gelatine verfliissigenden und 
die Gelatine nicht verfliissigenden Bakterien, ein Unterschied, der 
bei der Diagnose der Bakterien eine sehr wichtige Rolle spielt. 
In der bakteriologischen Literatur wird dieser Unterschied manch- 
mal phantastisch dadurch erklart, daB die Gelatine verfliissigenden 
Bakterien proteolytische Enzyme bilden, die Gelatine nicht ver- 
fliissigenden Bakterien dagegen nicht. ,,Man erkennt in den 
meisten Fallen die Anwesenheit des proteolytischen Enzyms leicht 
an der Verfliissigung von Gelatinenihrboden.‘‘!) Die Auffassung, 
daB die proteolytischen Enzyme in den lebenden Zellen fehlen, 
kann natiirlich nicht richtig sein. So ist es auch gelungen?), aus 
den typischen Gelatine nicht verfliissigenden Milchsdéurebakterien 
(B. casei €) sowohl eine Proteinase, welche energisch sowohl Casein 
als Gelatine spaltet, eine Polypeptidase und Dipeptidase zu iso- 
lieren. Die Unfahigkeit der Bakterien, Gelatine zu verfliissigen, 
beruht demnach nicht auf emem Mangel an Enzymen. 

Verfolgt man die Entwicklung der Kolonien der stark Gelatine 
verfliissigenden Bakterien (z. B. B. fluorescens liquefaciens) auf 
Gelatinenéhrboden, so merkt man, wie sich die Verfliissigung 
konzentrisch um die Kolonie ausbreitet und man erhilt den Hin- 
druck, daB die Bakterienkolonien proteolytisches Enzym in die 
Umgebung secernieren. Soleche Annahmen sind auch angefiihrt 
worden, jedoch aus Mangel an geniigendem Beweismaterial nicht 


1) Liesske, Allgemeine Bakterienkunde, S. 150, Berlin 1926. 
*) J. Tarnanen, Uber die proteolytischen Enzyme der Milchsdure- 
bakterien, Dissertation Helsinki (1930). 
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beriicksichtigt worden. Im Gegenteil ist die allgemeine Ansicht 
die gewesen, daB das gelatinelésende Agenz erst nach der Autolyse 
der Bakterien in die umgebende Fliissigkeit eintritt. Die ent- 
gegengesetzte Auffassung, welche z. B. C. Gorini’) schon vor 
30 Jahren hinsichtlich des vom B. prodigiosum gebildeten Lab. 
enzyms vorgebracht hat: ,,Die Prodigiosuschymase soll nicht ein 
Produkt von Zellautolyse sein, denn das Gerinnungsvermégen der 
filtrierten zellfreien Kulturen nimmt nicht mit dem Alter der 
Kulturen zu‘, ist nicht anerkannt worden. Oppenheimer?) 
schreibt iiber diese Frage in seinem Werk ,,Die Fermente“ u. a.: 
,, Wenn die Filtrate sich im Kulturfiltrat finden, so wird dies nichts 
anderes bedeuten, als daB eben eine Anzahl von Zellen abgestorben 
oder geschadigt sind, daB also diese Fermente das Ergebnis einer 
spontanen Autolyse der Leiber sind.‘ In v. Kulers*) bekanntem 
Handbuch ,,Chemie der Enzyme“ liest man z. B.: ,,Dariiber diirfte 
man einig sein kénnen, daB eine wahre Sekretion von proteoly- 
tischen Enzymen nicht vorkommt.* Auch aus den jiingsten Unter- 
suchungen, bei welchen schon die neuesten Methoden der EKnzym- 
chemie verwertet worden sind, wird die Auffassung vertreten, dab 
das proteolytische Enzym von den Zellen erst nach dem Absterben 
der Zelle frei wird. Gorbach*) kommt in seiner kirzlich er- 
schienenen Untersuchung iiber die Proteasen des B. pyocyaneum 
zu folgendem Resultat: ,,Diese iibereinstimmenden Ergebnisse sind 
dahin zu deuten, daB erst die toten Bakterienzellen ihr proteo- 
lytisches Enzym freigeben.“ 

Wir haben nun beim Untersuchen des proteolytischen Enzym- 
systems der Bakterien diese Frage niher untersucht. Als Versuchs- 
material dienten dabei das nicht sporenbildende B. fluorescens 
liquefaciens, das dem B. pyocyaneum sehr nahe steht, und den 
sporenbildenden Bac. subtilis. Beide verfliissigen Gelatine energisch. 
Das proteolytische Enzymsystem, woriiber wir spiter eingehender 
berichten werden, bestand bei B. fluorescens liquefaciens aus 
Proteinase, Polypeptidase und Dipeptidase, bei Bac. subtilis aus 
Proteinase und Polypeptidase. Die Dipeptidasewirkung war be! 
diesem Bakterium ganz unbedeutend. 

Wenn wir das B. fluorescens liquefaciens entweder in Pepton- 
Fleischextraktnaéhrlésung oder in mineralischer Nahrldsung. 


1) Vgl. Milchwirtsch.-Forschungen 12, 199 (1931). 

2) Oppenheimer, Die Fermente, S. 1130, Leipzig 1926. 

3) Chemie der Enzyme, II. Teil, 2. Abschnitt, S. 571, Miinchen 1927. 
4) Arch. f. Mikrobiol. 1, 560 (1930). 
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welche als. C-Quelle nur Glycerin enthielt, kultivierten und die 
Bakterien aus der N&ahrlésung zuerst durch Zentrifugieren und 
danach durch Filtrieren durch ein Berkefeldfilter abtrennten, so 
zeigte sich, daB das bakterienfreie Filtrat der ganz jungen 
Kulturen praktisch die ganze Proteinasewirkung ent- 
halt. Die Bakterienmasse kann nicht mehr oder héchstens spuren- 
weise Casein oder Gelatine angreifen. Wir fanden in verschiedenen 
Versuchen mit Kulturen, welche 15—42 Stunden bei Zimmer- 
temperatur gewachsen waren, in der bakterienfreien Nahrlésung 
etwa 99,5°/) von der Proteinasewirkung der Kulturen. Wir fiihren 
hier einige erliuternde Versuchsergebnisse an: 


Versuchsserie I. Aus 3,9 Liter einer 15 Stunden bei 24-25° gewachsenen 
Bouillonkultur vom B. fluorescens liquefaciens wurden 1,9 g feuchte Bakterien- 
masse erhalten, welche in Caseinlésung (px = 7,0, ¢ = 37°) unter Toluol in 
24 Stunden 0,0459 g und in 48 Stunden 0,1139 g N in lésliche Form brachte. 
Die entsprechende, von dem Kulturfiltrat hervorgerufene Spaltung war in 
24 Stunden 11,4036 g N und in 48 Stunden 19,0944 g N. Die von der Bak- 
terienmasse bewirkte Caseinspaltung war also nur 0,4 bzw. 0,6°/, der vom 
Kulturfiltrat bewirkten Spaltung. 


Versuchsserie II. Aus 4 Liter einer 42 Stunden bei 24-25° gewachsenen 
Kultur vom B. fluorescens liquefaciens in mineralischer Nahrlésung wurde 
eine Bakterienmasse erhalten, welche nach Trocknen auf einem Tonteller 
0,770 g wog. Diese brachte in Caseinlésung (py = 7,0, ¢ = 37°) unter Toluol 
in 7 Tagen 0,120 g N in lésliche Form. Die entsprechende, vom Kulturfiltrat 
hervorgerufene Spaltung in 7 Tagen war 16,980 g N. Die von der Bakterien- ¢ 
masse bewirkte Caseinspaltung war also 0,7°/, der vom Kulturfiltrat bewirkten 
Spaltung. 

Weil in 15 Stunden alten Kulturen noch eine starke Ver- 
mehrung der Zellen stattfindet und von einer bedeutenden Autolyse 
der Zellen nicht die Rede sein kann, und die Proteinase trotzdem 
ziemlich quantitativ in die Nahrlésung iibergegangen ist, sind 
unsere Versuchsresultate nur dadurch zu deuten, daB die Bak- 
terienzellen die Proteinase wirklich secernieren. 


Die abgetrennte Bakterienmasse enthilt die Polypeptidase 
und Dipeptidase, welche durch Autolyse aus den Zellen isoliert 4 
werden kénnen. Diese Enzyme gehen aus den jungen Zellen nicht 
in die Nahrlésung iiber — ein weiterer Beweis dafiir, daB die 
Proteinase nicht durch Autolyse in die Naihrlésung iibergegangen 
ist. Da8B die getrennte Bakterienmasse nicht mehr Proteinase ent- 
halt, geht u. a. aus der Tatsache hervor, daB eine solche Bakterien- 
masse nur 4uBerst langsam autolysiert wird. Erst wenn etwas 
von der zellenfreien Kulturfliissigkeit der Bakterienmasse zu- 
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gesetzt wird, beginnt eine schnelle Autolyse und die Poly- und 
Dipeptidase werden aus den Zellen freigemacht. 


Die Versuche mit Bac. subtilis wurden in Pepton, Fleisch. 
extrakt und Heuwasser enthaltender Nihrloésung ausgefiihrt. Die 
aus einer 18 Stunden bei 37° gewachsenen Kultur durch Zentri- 
fugieren und Filtrieren durch ein Berkefeldfilter erhaltene zellen- 
freie Losung enthielt 97,2°/, der Proteinasewirkung der urspriing- 
lichen Kultur. Aus 4 Liter Kultur wurde namlich 8,2 g feuchte 
Bakterienmasse erhalten, welche nach 48stiindiger Autolyse unter 
Toluol in Caseinlésung (px =7,0, ¢ =37°) in 18 Stunden 0,8372 g NX 
in lésliche Form brachte. Die entsprechende von dem Kultur- 
filtrat in 18 Stunden hervorgerufene Spaltung war 29,640 g N. 
Auch hier wird also die Proteinase ziemlich total von den Zellen 
secerniert. 


Die Thermostabilitat der Proteinase. 


Nach mehreren Beobachtungen sind die Proteinasen ver- 
schiedener Bakterienzellen in erstaunlichem Ma8e thermostabil, 
indem sie noch 100°C mehrere Minuten vertragen.1) Auch die 
von den Zellen des B. fluorescens liquefaciens sekretierte Proteinase 
erwies sich besonders thermostabil, wie aus folgenden Tabellen 
hervorgeht. 


Tabelle 1. 
Nach der mit Bouillonkultur ausgefiihrten Versuchsserie |. 
Bouillonkultur erwarmt Léslicher N ge- 

N __| bildet in 10ccm Casei 
bis °C Minuten in mg 
1 nicht erwarmt — 20,9 100 

2 90 ] 16,5 79 

3 90 5 15,8 76 

4 90 10 15,1 72 

5 100 1 15,1 72 

6 100 5 14,3 68 

7 100 10 12,6 60 


Nach 10minutigem Erwirmen bei 100° C ist also noch 60°), 
der urspriinglichen Aktivitét der Proteinase erhalten geblieben. 


1) Vgl. Oppenheimer, Die Fermente, 8. 1137 (1926). 
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Tabelle 2. 


Nach der mit bakterienfreiem Bouillonkulturfiltrat ausgefiihrten 
Versuchsserie II. 


Versuchs- Erwarmung Léslicher N gebildet in Relative 


Nr. bis °C : 10ccm nach 20 Stdn.in mg } Caseinspaltung 
1 keine 24,9 100 
2 60 10,1 41 
3 70 13,0 52 
4 80 16,9 68 


Bei 60° ist die Inaktivierung merkwiirdigerweise bedeutend 
groBer als bei héheren Temperaturen. Auf diese Hrscheinung 
kommen wir noch unten zuriick. 


Tabelle 3. 
Nach der mit Milchkultur ausgefiihrten Versuchsserie LILI. 
Ver- Léslicher N gebildet in10cem | 
sanilitie Milchkultur in mg Relative 
irmt bis °C} ~~} Casei It 
Nach 3 Tage Nach 7 Tagen 
1 nicht 19,7 | 22,0 100 
2 100 10,2 17,8 81 
3 110 5,7 | 10,5 48 
4 115 1,4 | 0,8 4 
5 120 0,7 | 0,6 3 


Eine Erhéhung der Temperatur bis 110° C hat also noch nicht 
die Proteinase total inaktiviert. Erst bei 115° ist eine schnelle 
Inaktivierung erfolgt. 

Bei den obigen Versuchsserien war das pu der Proben beim 
Erwérmen stets etwa 7. Bei deutlich saurer Reaktion wird die 
Proteinase schon bei momentaner Erwirmung bis 90° total in- 
aktiviert, wie aus der Tab. 4 hervorgeht. 


Tabelle 4. 


Nach der Versuchsserie IV. 


Versuchs- Erwarmt pu bei pa beim Relative 
Nr. bis °C Erwarmung | Spaltungsversuche | Caseinspaltung 
1 nicht a 6,7 100 
2 90 6,6 6,8 87 
3 90 6,0 6,9 80 
+ 90 5,6 6,9 27 
5 90 4,9 6,7 0 


‘ 
l- 
1 
=] 
Le 
+ 
| 
nN 
4 
—— 
we 
~ 
= 
a 


952 Artturil. Virtanen und J. Tarnanen, 


Die obigen Bestimmungen sind alle mit eiweiBhaltigen Bak- 
terienkulturen ausgefiihrt worden. Ein ganz anderes Resultat 
erhalt man, wenn man das B. fluorescens liquefaciens in minera- 
lischer Nahrlésung, welche keine KiweiBk6rper oder deren Abbau- 
produkte enthalt, kultiviert und aus dieser Kultur ein durch ein 
Berkefeldfilter bakterienfrei gemachtes Filtrat darstellt und dieses 
Filtrat zu den entsprechenden Versuchen anwendet. Tab. 5 ent- 
halt die Resultate einer Versuchsserie, welche mit solechem Kultur- 
filtrat ausgefiihrt wurde. 


Tabelle 5. 


Nach der Versuchsserie V. 


Ver- | Dem Kulturfiltrat | Das Kulturfiltrat| Léslicher N gebil-| Relative 
suchs-| zugesetzt 8°/,ig. Jerwarmt 30 Min.|detinlOccmnach| Casein- 
Nr. a Caseinlésung in ccm bei °C 20 Stdn. in mg | spaltung 

1 0 nicht erwarmt 51,8 100 

2 0 60 0,8 1 

3 1 60 1,7 3 

4 0 70 1,3 2 

5 1 70 13,9 27 

6 0 80 10,7 21 

7 1 80 37,9 73 


Die Zahlen der Tab. 5 geben ein klares Bild von der schein- 
baren Thermostabilitét der Bakterienproteinase. In dem eiweib- 
freien Kulturfiltrat wird die Proteinase schon bei 60° wiahrend 
80 Minuten total inaktiviert. Ein Caseinzusatz hat das Enzym 
bei dieser Temperatur nur ein wenig geschiitzt, bei 70° dagegen 
schon bedeutend. Bei 80° ist die Proteinase auch ohne Casein- 
zusatz nicht total inaktiviert worden, durch Caseinzusatz ist die 
Inaktivierung zum gr6Bten Teil gehemmt. Diese Ergebnisse sind 
offenbar dadurch zu erkliren, daB die EiweiBkorper eine starkere 
Schutzwirkung erst bei Temperaturen iiber 60°C ausiiben, weil 
sie erst bei héheren Temperaturen koaguliert werden. Die beob- 
achtete kleine Schutzwirkung im Kulturfiltrat auch ohne Casein- 
zusatz beruht wahrscheinlich darauf, daB in der Nahrfliissigkeit 
wihrend des Bakterienwachstums KiweiSstoffe oder deren Abbau- 
produkte gebildet worden sind, welche eine schwache Schutz- 
wirkung ausiiben. Auf diese Weise ist auch die in eiweibreichen 
Kulturen beobachtete stiarkere Inaktivierung bei 60° als bei 
héheren Temperaturen zu erkliren. 
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Zusammenfassend kénnen wir also auf Grund unserer Ergeb- 
nisse konstatieren, da8 die Bakterienproteinasen in eiweibfreier 
Lésung nicht in héherem Ma8e thermostabil sind als die Knzyme 
iiberhaupt. 


Experimenteller Teil. 


Beim Kultivieren vom B. fluorescens liquefaciens wurden 
Nahrlésungen von folgender Zusammensetzung verwandt: 


Bouillon: 10g Pepton, 
5g Liebigs Fleischextrakt, 
3g NaCl, 
3g K,HPO,, 
1g MgSO, + 7H,0, 
1000 ccm Leitungswasser. 


Mineralische Nahrlésung: 10 g Glycerin, 
5 g K,HPO,, 
g NaCl, 
g NH,CIl, 
15g MgSO, + 7H,0, 
1000 cem Leitungswasser. 


Die Nahrflissigkeit fiir Bac. subtilis enthielt 50°/, obiger Bouillon 
und 50°/, Kochsaft von Heu. pu der Nahrfliissigkeiten war beim 
Impfen stets 7. Die Wirkung der Bakterienproteinase wurde mit 
Casein als Substrat bestimmt. Die angewandte Caseinlésung war 
aus dem nach Hammarsten gereinigten Casein durch Lésen in 
Natronlauge hergestellt. Die Caseinspaltung verfolgten wir durch 
Bestimmen des léslichen Stickstoffs nach Kjeldahl. Die Be- 
stimmung wird so ausgefiihrt, daB aus der Versuchslésung das 
unzersetzte Casein bei 100°C mit Essigsiure ausgefallt wird, 
wonach in der filtrierten, klaren Lésung der Stickstoffgehalt nach 
Kjeldahl ermittelt wird. Der dadurch bestimmte, lésliche Stick- 
stoff (L.N) ist bei unseren Versuchen stets in Milligramm per 
10 cem Versuchslésung ausgedriickt. 


Versuche zur Erklarung der Sekretion von Bakterienproteinase. 
Versuche mit B. fluorescens liquefaciens. 


Versuchsserie I. Aus 3,9 Liter Bouillonkultur wurden nach 
15stiindigem Wachstum bei 24—25°C die Bakterien abzentri- 
fugiert, wonach die Fliissigkeit durch ein Berkefeldfilter filtriert 
wurde. Die Bakterienmasse (1,9 g) suspendierte man in 110 cem 
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Wasser, dem Toluol zugesetzt war. Nach 11/,stiindigem Stehen 
waren die Bakterien nicht mehr fortpflanzungsfihig und die 
Wassersuspension wurde als solche zur Bestimmung der casein- 
spaltenden Fahigkeit der Bakterienmasse verwandt. Es wurden 
gleichzeitig 2 Versuche zur Bestimmung der Caseinspaltung, 
der eine mit der abzentrifugierten Bakterienmasse (Versuch 1), 
der andere mit der bakterienfreien Nahrfliissigkeit (Versuch 2) an- 
gestellt. 
Die Zusammensetzung der Versuchslésung bei 


Versuch 1 Versuch 2 


110 ecm Bakteriensuspension, 50 cem Néhrflissigkeit 
60ccemetwa 10°/ige Caseinlésung, 60 ccm etwa 10°/ige Caseinlésung, 


Gesamtvolumen 170 cem. 60 ccm Wasser, 
Gesamtvolumen 170 cem. 


_ Beide Versuchslésungen wurden mit Toluol versetzt und bei 
37° aufbewahrt. Die Aciditaét der Versuchslédsungen war wahrend 


der Versuche pu 7. 


Versuch 1. Versuch 2. 
Zeit 4 L. N in mg Zeit L. N in mg 
Nach 0 Stdn. 6,0 Nach 0 Stdn. 11,6 
8,7 — 20,2 


Aus diesen Zahlen lat sich berechnen, daB die ganze Niahrfliissigkeit 
(3,9 Liter) in 24 Stdn. = (20,2 — 11,6):17- °20% — 11,4086 g und in 48 Stan. 


50 
(20,0 — 11,6)-17- bens = 19,0944 g N in Lésung gebracht hat. 


Die Bakterienmasse hat dagegen eine so schwache Caseinspaltung be- 
wirkt, daB in 24 Stdn. nur 0,0459 g und in 48 Stdn. 0,1139 g L.N gebildet ist. 


Versuchsserie JI. Aus 4 Liter mineralischer Nahrlésung wurden nach 
42stiindigem Wachstum bei 24—25° die Bakterien abzentrifugiert. Die Bak- 
terienmasse wurde auf unglasiertem Tonteller getrocknet und wog dann 0,770 g. 
Die Kulturfliissigkeit wurde durch ein Berkefeldfilter filtriert. 

Versuch 1. Versuch 2. 
770 mg Trockenbakterien, 200 cem Kulturfliiss'gkeit, 

50 cem etwa 8°/,ige Caseinlésung, 100 cem etwa 8°/,ige Caseinlésung, 
100 cem Wasser, 
Gesamtvolumen 150 cem. 

Die Versuchsbedingungen waren dieselben wie bei der Versuchsserie I. 


Gesamtvolumen 300 ccm. 
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L.N in mg 

nach 0 Stdn. nach 168 Stdn. 
Versuch 1 4,2 | 

2 10,2 


12,2 
38,5 


| 
| 


Die von der Bakterienmasse in 7 Tagen bewirkte Caseinspaltung war 
also 0,120 g L.N, die der ganzen Kulturfliissigkeit dagegen 16,980 g. 


Versuchsserie III. Diese Versuche wurden angestellt, um die Spaltung 
von Pepton mit der bakterienfreien Kulturfliissigkeit zu ermitteln. Die an- 
gewandte Bakterienkultur war 3 Tage alt. Die Bestimmungen wurden nach 
der Formoltitrationsmethode von Sérensen ausgefiihrt. py = 7,0, ¢ = 37°. 
Als Protoplasmagift wurde Toluol angewandt. Die Zahlen der folgenden 
Tabelle zeigen die zur Titration von 10 ccm Versuchslésung gebrauchte Menge 
von 0,2 n-NaOH. 


Kulturflissig- |10°/)ige Pepton- 0,2 n-NaOH nach Stdn. 


Nr. keit lésung (Witte) 
com 
i 10 30 77 | 7,7 | 80 
2 20 30 6,5 6,6 7,0 
3 30 30 5,7 | 6,0 6,2 
4 40 0 1,0 1,0 | 1,1 


Die Spaltung von Pepton mit der schon 3 Tage alten Kulturfliissigkeit 
ist ganz minimal. Wie wir in einer spateren Mitteilung berichten werden, 
bewirkt die Bakterienmasse nach Autolyse eine starke Peptonspaltung. 


Versuche mit Bac. subtilis. 


Versuchsserie IV. Nach 18stiindigem Wachstum bei 37° wurden dic 
Bakterien aus 4 Liter Nahrkultur abzentrifugiert und in 310 ccm Wasser 
suspendiert. Die Bakteriensuspension wurde nach 2taigigem Stehen unter 
Toluol auf ihr caseinspaltendes Vermégen geprift. Die abzentrifugierte 
Kulturfliissigkeit wurde noch durch ein Berkefeldfilter filtriert. 


Versuch 1. Versuch 2. 
155 cem Bakteriensuspension, 100 ccm Kulturfliissigkeit, 
75 cem etwa 10°/,ige Caseinlésung, 100ccm etwa 10°/,ige Caseinlésung, 
Gesamtvolumen 230 ccm. 100 com Wasser, 


Gesamtvolumen 300 ccm. 
Die Versuchsbedingungen waren dteselben wie bei den obigen Versuchen. 


L.N in mg nach Stdn. 


0 ze... 66 
Versuch 1... . 35 | 217 | 3836 
= | | 
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Die Kulturfliissigkeit hat also in 18 Stunden 29640 g, die Bakterienmasse 


nur 0,8372 g N in lésliche Form gebracht. pic 
el 

in 

Versuche zur Erklarung der Thermostabilitat der Bakterienproteinasen, N 
Versuchsserie I. 3 Tage alte Bouillonkultur (py 7) von B. fluorescens : 


liquefaciens wurde in 7 Teile zu je 100 ccm geteilt. Diese wurden auf ver. 
schiedene in der Tabelle aufgefiihrte Temperaturen erwarmt und dann 100 ccm 
steriler Milch zugesetzt. Die Proben, deren py 6,8 war, wurden nach Toluol.- _ 
zusatz bei 37° 3 Tage aufbewahrt, wonach der lésliche Stickstoff bestimmt 


wurde. Ve 
Tabelle 6. 
Bouillonkultur 
Ver- L.N L.N Relative 
suchs- gebildet | Casein- 
Nr. ‘ ‘ im Anfang nach 3 Tagen spaltung 
bis °C Min. mg 8 | mg 8 mg ss 
1 nicht — 25,2 | 46,1 20,9 100 
2 90 1 24,5 | 41,0 16,5 79 unc 
3 90 5 2,9 | 40,7 15,8 76 pm 
4 90 10 25,2 | 40,3 15,1 72 re 
5 100 1 25,2 | 40,3 15,1 72 | 
6 100 5 2,9 | 39,2 14,3 68 vio 
7 100 10 25,9 | 38,5 12,6 60 und 
neu 
Versuchsserie II. Zu diesen Versuchen wurde eine durch ein Berkefeld- 
filter bakterienfrei gemachte Bouillonkultur vom B. fluorescens liquefaciens — 
verwandt. Proben von je 100 ccm dieses Filtrats wurden auf die in der Tabelle Ve 
aufgezeichneten Temperaturen wahrend 30 Minuten bei py 6,6 erwarmt, 7 
wonach den Proben 50 ccm etwa 10°/,iger Caseinlésung zugesetzt wurden. such 
Nach Einstellen von px bis 7,0 wurden die Proben unter Toluol bei 37° auf- Ni 
bewabhrt. 
Tabelle 7. 2 
3 
4 
ultur- L.N 5 
Ver- Er L.N Relative 
suchs- | warmung 10°/,ige im nach | gebildet | Casein- 
Nr. | bis °C | Caseinlésung | Anfang | 20Stdn.] iyo | spaltung 
ecm mg mg Nahi 
als 
1 keine 0 16,4 41,3 24,9 100 filtric 
2 60 0 16,4 26,5 10,1 41 3 Pr 
3 60 2 16,4 25,9 9,5 38 baleen 
4 70 0 16,4 29,4 13,0 52 T 
5 70 2 16,4 29,3 12,9 52 em} 
6 80 0 16,4 33,3 16,9 68 wurd 
7 80 2 16,4 35,4 19,0 76 Stehe 


4 
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Versuchsserie III. Eine 2 Tage alte Milchkultur von B. fluorescens 
liquefaciens wurde auf 5 Erlenmeyerkolben verteilt. Die Kolben wurden 
einzeln in Bodenwasser eines Autoklaven gestellt, wonach die Temperatur 
in dem mit Gas erhitzten Autoklaven bis 100,110, 115 und 120° gebracht wurde. 
Nachdem die bestimmte Temperatur erreicht war, wurde das Erhitzen sofort 
abgebrochen. Die Proben, deren py 7,0 war, wurden dann nach Toluolzusatz 
bei 37° aufbewahrt. 


Tabelle 8. 

Versuchs- | Erwarmt | L.N | lative 
Ne. bis | im Anfang nach 7 Tagen} 
mg mg mg spaltung 

1 nicht 69,7 91,7 22,0 100 

2 100 72,7 90,5 17,8 81 

3 110 72,7 83,2 10,5 48 

4 115 74,2 75,0 0,8 4 

5 120 75,7 76,3 0,6 3 


Versuchsserie IV. 3 Tage aite Bouillonkultur wurde abzentrifugiert 
und durch ein Berkefeldfilter filtriert. Zu jedem Versuch wurden 100 ccm 
des bakterienfreien Kulturfiltrats angewandt. Durch Zufiigen von Essigsaiure 
setzten wir die Aciditaét der Proben bis auf die in der Tabelle aufgefiihrten 
pu-Werte herab. Die Proben wurden dann im Wasserbad bis 90° C erwairmt 
und sofort in kaltem Wasser abgekiihlt. Jede Probe wurde danach bis py 6,9 
neutralisiert und mit 150 cem steriler Milch versetzt. ¢ = 37°; Toluolzusatz. 


Tabelle 9. 
Ver- bei L.N L.N Relative 
arm 
suchs- his °C &- im Anfang |nach 42 Stdn. gebildet | Casein- 
Nr. warmen mg mg mg spaltung 
l nicht -— 21,1 35,0 13,9 100 
2 90 6,6 21,1 33,2 12,1 87 
3 90 6,0 21,1 32,2 11,1 80 
4 90 5,6 21,1 24,9 3,8 27 
5 90 4,9 21,1 20,9 0 0 


Versuchsserie V. B. fluorescens liquefaciens wurde 6 Tage in einer 
Nahrlésung, welche Ammoniumchlorid als einzige N-Quelle und Glycerin 
als C-Quelle enthielt, kultiviert. Die Kultur wurde durch ein Berkefeldfilter 
filtriert. Das zellenfreie Filtrat wurde in 7 Teile von je 80 ccm geteilt. Zu 
3 Proben wurde 1 ccm 8°/,ige Caseinlésung zugesetzt, die anderen erhielten 
keinen Zusatz. Die Proben, deren py 7,2 war, wurden dann 30 Minuten bei 
Temperaturen, welche aus der Tabelle hervorgehen, erwarmt. Nach Erkalten 
wurden jeder Probe 40 ccm 8°/,iger Caseinlésung zugesetzt. Nach 20stiindigem 
Stehen bei 37° wurde der lésliche Stickstoff bestimmt. 
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Tabelle 10. 

ll |Dem Kultur- L.N 
Ver filtrat zuge- L.N Relative 
suchs ar setzte 8 °/,ige im nach gebildet Casein- 
Nr, erwarmt |Caseinlésung] Anfang 20 Stdn. spaltung 
bei °C com mg , mg mg 

i nicht 0 10,6 | 62,4 51,8 100 

2 60 0 10,6 0,8 l 

3 60 1 10,6 = 12,8 1,7 3 

4 70 0 10,6  ~=&11,9 1,3 2 

5 70 1 10,6 | 24,5 13,9 97 

6 80 0 10,6 | 21,3 10,7 21 

7 80 1 10.6 | 48.6 37.9 73 

Zusammenfassung. 


Aus ganz jungen Zellen vom B. fluorescens liquefaciens, 
welche sich noch kraftig vermehren, wird eine Proteinase quanti- 
tativ secerniert. Es ist festgestellt worden, daB die abzentrifugierte 
Bakterienmasse einer 15 Stunden bei Zimmertemperatur ge- 
wachsenen Kultur vom B. fluorescens liquefaciens nur 0,4 baw. 
0,6°/, der vom bakterienfreien Kulturfiltrat bewirkten Casein- 
spaltung hervorruft. Mit Bac. subtilis wurden ahnliche Beob- 
achtungen gemacht. Entgegen der allgemeinen Auffassung 
findet also bei bestimmten Bakterien eine wahre Se- 
kretion von proteolytischen Knzymen statt. 

Die abzentrifugierte Bakterienmasse enthalt eine Polypeptidase 
und eine Dipeptidase, welche aus den jungen Zellen in die Nahr- 
lésung nicht tibergehen. Erst durch Autolyse werden sie aus den 
Zellen freigemacht. Dieses ist auch ein weiterer Beweis dafiir, 
daB die Proteinase nicht durch Autolyse, sondern durch eine 
wahre Sekretion aus den Zellen freigemacht wird. 

Die Proteinase ist in eiweiBhaltigen Kulturfiltraten in hohem 
Grade thermostabil, indem sie 100° C noch mehrere Minuten ver- 
trigt und sogar bei 110°C nicht momentan inaktiviert wird. In 
eiweiBfreien Kulturfiltraten wird das Enzym dagegen schon bei 
60° C in 80 Minuten inaktiviert. Die Thermostabilitét der Bak- 
terienproteinase ist also auf die Schutzwirkung der EiweiBkoérper 
bzw. deren Abbauprodukte zuriickzufiihren. In der Tat wird die 
Thermostabilitét der Proteinase in eiweiBfreien Kulturfiltraten 
durch Zusetzen von Caseinlésung stark erhéht. Bei 60° C ist die 
Schutzwirkung minimal, bei Temperaturen iiber 70°C dagegen 


sehr stark. 
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Uber die Katalase farbloser Blutzellen.*) 
Von 
Kurt G. Stern. 
Mit 8 Figuren im Text. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Laboratorium des Réntgeninstitutes am 
Rudolf Virchow-Krankenhaus, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Dezember 1931.) 


Inhalt: 


A. Allgemeiner Teil S. 259. — B. Experimenteller Teil S. 265. 
I. Technik: a) Gewinnung des Materials 8.265; b) Lésung und Konservierung 
des Enzyms S. 266; c) Bestimmung der Konzentration und Aktivitat S. 267; 
d) Berechnung der Ergebnisse. — II. Katalasegehalt der Leukocyten 
und Erythrocyten S. 270; a) Leukocyten S. 270; b) Erythrocyten 8. 273. 
Anhang: Katalatische Wirksamkeit reinen Haimins S. 273. — III. Eigen- 
schaften der Katalase der Myelocyten S. 274; a) Kinetik des nicht- 
gehemmten Enzyms §. 274. (Ordnung der Reaktion; Temperaturkoeffizient; 
Aktivitats-pj-Optimum); b) Verhalten gegen Hemmungskorper (Ferrosulfat, 
Dipyridyl, Tridipyridylferrosulfat, Blausiure, Kohlenmonoxyd, Kohlendioxyd, 
Sauerstoff, Wasserstoff). — C. Zusammenfassung S. 280. — D. Litera- 
tur S. 281. 


Die Katalase zahlt hinsichtlich ihrer Spezifitit, des physiko- 
chemischen Verhaltens und seit kurzem dank Zeile und Hellstrém 
auch hinsichtlich ihrer stofflichen Natur zu den bestcharakterisierten 
Knzymen. Dennoch fehlt uns zu einer erschépfenden Beschreibung 
noch Wesentliches: Ungleich der Mehrzahl aller Enzyme ist die 
Frage nach der physiologischen Funktion der Katalase noch nicht 
entschieden. Weiterhin mangelt es an exakten Angaben iiber die 
Konzentration des beinahe ubiquitéren Katalysators in den meisten 
Fundorten. Die Fiille der hergehérigen Literatur schrumpft erheb- 
lich zusammen, wenn alle Untersuchungen ausgeschieden werden, 
in denen die Empfindlichkeit des Enzyms gegen sein eigenes Sub- 
strat, gegen Temperaturen iiber 18°C, gegen Erhoéhung der H’- 
Jonenkonzentration iiber px 7 hinaus, sodann gegen Hemmungs- 
kérper verschiedener Art, schlieBlich das Verhalten in reaktions- 
kinetischer Hinsicht und das mangelnde Diffusionsvermégen un- 
genigende Beriicksichtigung erfuhren. Ferner ist die Technik der 
Freilegung des Enzyms aus der Zelle und das Bestimmungsverfahren 
seiner Wirksamkeit in niederen Reinheitsgraden fiir die Reproduzier- 
barkeit der Ergebnisse besonders einzurichten. Die katalatische 


*) Ausgefiihrt mit Mitteln der ,, Amerikanischen Stiftung fiir Dr. Bucky“ 
(Mrs. M. Rumsey-Harriman) und der Schering-Kahlbaum A.-G., Berlin. 
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Aktivitaét einer Suspension von Zellen ist kein zuverlissiger MaBstab 
fiir die tatsichlich vorhandene Enzymmenge. 

Uber die Katalase der Leukocyten liegen nur wenige quanti- 
tative Angaben vor. Oppenheimer!) sah noch 1927 allein im, 
Stroma der Erythrocyten die Quelle der katalatischen Aktivita: 
des Blutes, obwohl bereits im Jahre 1911 Tschernoruzki*), aller- 
dings mit unvollkommener Technik, in Exsudatleukocyten rund * 
der Katalase der gleichen Gewichtsmenge Blut fand. Iglauer) be- 
richtete kiirzlich wber Versuche an menschlichen Mischleukocyten, 
die nach Szilard ausVollblut normaler und leukimischer Individuen 
gewonnen waren. Die vorangegangene Sadurebehandlung der Leuko- 
evyten und die damit verbundene ungleichmifige Schidigung der 
verschiedenen Zellarten, die Anwendung von Zellsuspensionen an 
Stelle des freigelegten Enzyms, die starke Beimengung der katalase- 
haltigen ,,Erythroevtenschatten* (Stroma!) und endlich die primitive 
und nichtoptimale Technik der Enzymbestimmung bieten der Knitik 
Angriffspunkte. Der SechluB des Autors, daB den Leukocyten ein 
erheblicher Katalasegehalt zukommt, wenn derselbe auch in norma! 
zusammengesetztem Blut im Vergleich zu der Katalase der Erythro- 
evten nicht ins Gewicht fallt, wird auch durch unsere Versuch¢ 
bestatigt. Bei pathologischer Vermehrung der farblosen Blutzellen 
kann hingegen ihr Enzymgehalt selbst im Vergleich zu demjenigen 
der roten Zellen von Bedeutung werden. Kommt es jedoch im 
Organismus zu Ansammlungen der farblosen Zellen (Exsudaie. 
Eiter), so erlangt ihr Katalaseinhalt hinsichtlich der Konzentration 
eine aberragende Stellung. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, aus nach Méglichkei 
einheitlichem Leukoeytenmaterial die Katalase, abgelést von der 
Struktur, zu gewinnen und sie hinsichtlich ihrer Konzentration und 
Eigenschaften mit derjenigen aus analog behandelten Erythrocyten 
der gleichen Spezies zu vergleichen. Des weiteren war zu priifen. 
ob die Katalase der Leukocyten die gleichen katalytischen Merk- 
male (Reaktionsordnung, Temperaturkoeffizient, px-Optimum. 
Hemmbarkeit usw.) aufweist wie die Katalase der Leber und der 
Ervthrocyten. Es sei vorweggenommen, daB dies in der Tat der 
Fall ist. An der Identitat der Katalysatoren ist nach dem vor- 
liegenden Material nicht mehr zu zweifeln. Damit ist der Wez 
frei zu der Frage, ob die aus geniigenden Leukocytenmengen ge- 
wonnene und entsprechend gereinigte Katalase in thren an- 
gereicherten Lésungen, bei denen im Gegensatz zu den Praparaten 
aus Leber und Blut eine Entfernung des Hamoglobins nicht er- 
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forderlich ist, ebenfalls das von Zeile und Hellstrém*) der Kata- 
lase zugeschriebene Himochromogen liefert. 

Wird die Katalase aus polymorphkernigen sowie lymphocytaren 
sterilen Exsudatleukocyten, ferner aus menschlichem Eiter ent- 
stammenden Mischleukoecyten durch Aufsprengen der Zellen infolge 
abwechselnden Gefrierens und Tauens nach Tschernoruzki?) frei- 
gelegt und ihre Aktivitaét sowie ihr Reinheitsgrad mit gleichartig 
gewonnenen Praparaten aus Erythrocyten der gleichen Spezies ver- 
glichen, so ergibt sich das Bild der Tab. I (5. 271) und II (S. 278). 
Die Kat. 7-Werte der Leukocytenpraparate varierten zwischen 2,3 
(gefunden bei Lymphocyten der Maus) und 119 (gefunden bei 
polynuklearen Exsudatleukocyten des Meerschweinchens); doch 
sechwanken auch die Werte fiir gleichartige Zellen der gleichen Art in 
weiten Grenzen. Bei den genauer untersuchten polynukledren 
Exsudatleukoeyten des Kaninchens wurden Kat. f-Werte zwischen 
5.65 und 64,8 gefunden. Die Ursache fiir diese Variationsbreite ist 
neben den ausgepriagten individuellen Unterschieden, wie sie fiir die 
Erythrocyten seit langem bekannt sind (vgl. Morgulis§), sicher auch 
der mehr oder minder befriedigenden Ausbeute bei der AufschlieBung 
der Zellen zuzuschreiben. Bei analog gewonnenen Enzymlésungen 
aus Erythrocyten wurden fiir die verschiedenen Spezies Kat. f-Werte 
von 38,8 (Maus) bis 102,1 (Mensch) gefunden. Hieraus ist zu 
schlieBen, daB in gleichen Gewichtsmengen von roten und farblosen 
Zellen Katalasemengen von etwa gleicher GréBenordnung zu finden 
sind. Bei Beriicksichtigung der Gr6Benverhaltnisse kann mit 
Iglauer’) sogar ein héherer absoluter Katalasegehalt der Leuko- 
cyten angenommen werden. Die Angabe dieses Autors, daB nur 
den polynukledren, granulierten Zellen ein erheblicher Katalase- 
gehalt zukommt, besteht jedoch, wie die Tab. I lehrt, nicht zu 
echt: Der Gehalt aller untersuchten Zellarten scheint von etwa 
der gleichen GréBenordnung zu sein. 

Es ist mdéglich, aus Leukocyten und Erythrocyten mittels 
Aceton-Atherbehandlung, wie sie besonders von der Willstatter- 
schen Schule zur Gewinnung von Enzymtrockenpriparaten ver- 
schiedener Art angewendet wurde, Dauerpriparate herzustellen, die 
im Exsiecator aufbewahrt werden kénnen und nach Anreiben mit 
Phosphatpuffer Katalase an die Lésung abgeben.*) Diese Erfahrung 


*) Anmerkung wahrend der Korrektur: In gleichartig behandelten 
Leukocyten beobachteten Willstatter, Bamann u. Rohdewald (Diese Z. 
188, 107, 1930, S.116) Erhaltenbleiben der tryptischen Wirksamkeit und sogar 
eine Aktivierung, wahrscheinlich infolge Acetonléslichkeit von Hemmungs- 
kérpern (vgl. dazu auch Willstatter u. Rohdewald, Diese Z.204, 181 1932). 
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ist im Hinblick auf die geringe Bestindigkeit des gelésten Enzyms 
und die Notwendigkeit, zur Gewinnung geniigender Materialmengen 
fiir Reinigungsversuche die jeweils gewonnenen geringen Zellmengen 
zu Sammelpraparaten zu vereinigen, von Bedeutung.*) 
Weiterhin wurde das physikochemische Verhalten der Katalase 
aus polynukledéren Exsudatleukocyten des Kaninchens studiert: 
Das pu-Optimum liegt nach der Aktivitats-px-Kurve (Fig. 1) beim 
Neutralpunkt (px 7), wobei der Abfall der Aktivitét nach der sauren 
Seite hin ein rascher, nach der alkalischen Seite hin ein flacher ist. 
Der Temperaturkoeffizient (Q,.) im pu-Optimum wird zwischen 
0 und 18° C zu 1,8 gefunden. Wie die Fig. 1 zeigt, wird das Enzym 
bereits bei 37° deutlich geschadigt, bei 50° véllig inaktiviert, so daB 
infolge des Uberschneidens der anregenden und der inaktivierenden 
Warmeeffektein diesen Temperaturgebieten keine verlaBlichen Bestim- 
mungen des Temperaturkoeffizienten des Enzyms mehr méglich sind. 
Gleich den aus anderen Zellarten erhaltenen Katalasepréparaten 
]éBt sich auch die Katalyse der Hydroperoxydzerlegung durch die 
Leukocytenkatalase bei optimalem px im Anfangsbereich der Spal- 


tung meist durch den Ausdruck k =—-log—“, also durch die 


Gleichung einer Reaktion erster Ordnung, beschreiben. Besonders 
bei tiefergehenden Spaltungen wird ein Anstieg oder ein Abfall der 
monomolekularen Reaktionskonstanten, selten eine ungleichsinnige 
Anderung, gefunden (vgl. Tab. I). 

Auch gegen eine Reihe von Hemmungskérpern verhalt sich 
das untersuchte Enzym analog der von anderen Autoren ver- 
wendeten Blut- und Leberkatalase: Ferrosulfat wirkt in dem unter- 
suchten Konzentrationsbereich steigend mit seimer Menge hemmend 
auf die Katalase der Leukocyten. Vom Ferrosulfat allein ist be- 
kannt, daf es in héheren Konzentrationen fiir sich allen H,O, zer- 
legt. Die auffallige Erscheinung, da8 das Gemisch des anorganischen 
und organischen Katalysators eine geringere Aktivitat aufweist als die 
Einzelkomponenten, findet in manchen Beispielen aus der homo- 
genen, nichtenzymatischen Katalyse ihre Parallele. So wird die 
Oxydation von Jodion durch Hydroperoxyd durch eine Anzahl 
anorganischer K6érper, wie Molybdansiéure, Wolframsiure, Hisen- 
und Kupfersalze katalysiert. Fiir die Katalysatorenpaare Molybdan- 
siiure-Hisen, -Kupfer oder -Wolframsiure ist die resultierende Ge- 
schwindigkeit gleich der Summe der fiir jeden der Katalysatoren 

*) Die Menge der von derartigen Trockenpulvern abgegebenen Katalase 


nimmt im Laufe von etwa 2 Wochen stark ab, wenn sie am Licht bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt werden. 
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allein geltenden Geschwindigkeiten. Im Gegensatz hierzu erfaihrt 
die Kupferkatalyse der genannten Reaktion durch einen Eisensalz- 
zusatz eine Verstirkung, die tiber die reine Additivitit hinausgeht. 
Auf der anderen Seite wird die Wolframsiurekatalyse durch Zugabe 
klemer Eisenmengen gehemmt. Diese ,,negative’’ Katalyse oder 
,Abschwachung wird in diesem Fall durch die Bildung eines 
katalytisch unwirksamen Komplexes aus den urspriinglichen Kom- 
ponenten gedeutet (Brode.*) Die SchluBfolgerung, daB der gleiche 
Vorgang einer Komplexbildung zwischen Katalase und Ferroionen 
die Ursache fiir die Hemmungserscheinung darstellt, wird durch 
Versuche mit hochgereinigten Katalasepriparaten unter Zuhilfe- 
nahme spektrophotometrischer Bestimmungen des porphyringebun- 
denen Eisens zu beweisen sein. 

Blauséiure hemmt die Leukocytenkatalase beinahe quantitativ 
in der zu 4/;5-molar gewahlten Konzentration (Fig. 4, 8. 278). 

Da wir nach Zeile und Hellstroem die Katalase als einen 
Eisen-Porphyrinkomplex anzusehen haben, war das Verhalten des 
Enzyms gegen einen Komplexbildner von Interesse, der mit Eisen 
weit bestindigere Komplexe bildet als die Blausiure, nimlich 
gegen das a,a’-Dipyridyl. Der in vitro bereitete Hisen-Dipyridyl- 
komplex, das rotgefarbte Tridipyridylferrosulfat, der sich Michaelis 
und Stern’) als wirksamer Aktivator der katheptischen Proteinase 
gezeigt hatte, wurde als unfaihig befunden, fiir sich allein Hydro- 
peroxyd zu zerlegen oder die Katalase-Hydroperoxydreaktion zu 
beeinflussen. Die demnach zu erwartende Inaktivierung der Katalase 
bei Dipyridylzusatz blieb jedoch aus. Daraus ergibt sich die Méglich- 
keit, daB der Mechanismus der HCN-Vergiftung der Katalase eher 
auf einer Verdriéngung des Substrats von der Oberfliche der Enzym- 
molekile als auf der Bildung katalatisch unwirksamer LHisen- 
Cyankomplexe beruht. 

Ferner untersuchten wir das Verhalten der Leukocytenkatalase 
gegen Kohlendioxyd, Kohlenoxyd, Wasserstoff und Sauerstoff. 
CO,, CO und O, hemmten die enzymatische Reaktion. Es lieB sich 
jedoch zeigen, daB der Mechanismus der Hemmung ein verschiedener 
ist: _Kohlendioxyd und Sauerstoff verschieben beim Durchleiten 
durch das mit Phosphatpuffer auf px 6,9 eingestellte Reaktions- 
gemisch die Reaktion nach der sauren Seite hin. Bei der Be- 
handlung mit Sauerstoff sank das pu auf 5,45, bei der Behandlung 
mit Kohlendioxyd auf 5,88. Beim Durchleiten von Kohlenmonoxyd 
durch die Pufferlésung hingegen bleibt die Wasserstoffionenkonzen- 
tration innerhalb enger Grenzen konstant (vorher: px 6,97, nach- 
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her: pu 6,92). Daraus geht hervor, daf die Hemmung der Katalase 
durch CO, und O, auf einer unspezifischen Verschlechterung der 
Versuchsbedingungen, die CO-Hemmung hingegen auf einer spezi- 
fischen Reaktion des Kohlenmonoxyds mit dem Katalasekomplex 
beruht, die kirzlich direkt auf spektroskopischem Wege von Zeile 
und Hellstroem beobachtet werden konnte (vgl. Fig. 6, 5. 279). 
Wasserstoff war ohne EKinfluB auf Katalase und auf die an der Gas- 


kette gemessene 

Simtliche verwendeten Hemmungskérper bewirkten unter den Be. 
dingungen der Bestimmung keine merkliche Zerlegung des Hydroperoxyds. 
(Ferriammoniumsulfat und ganz besonders der von Jansson®) studierte 
Silber-Ammoniakkomplex zeigten katalatische Wirksamkeit.) 


Zu der Bestimmung der Aktivitét der Katalase ist folgendes 
zu sagen: Bei sehr niedriger Hydroperoxydkonzentration (< 0,02 m), 
wie sie angesichts der H,O,-Empfindlichkeit der Katalase geboten 
ist, verliert die gasvolumetrische®) und manometrische?) Be- 
stimmungsform an Zuverlissigkeit. Die beim Schiitteln eintretende 
Spontanzerlegung des Hydroperoxyds wird erheblich gegeniiber der 
enzymatischen Leistung; sehr kleine Gasblasen haften leicht hart- 
nickig an der GeféBwand; der wahre Ablauf der Reaktion wird im 
Anfangsgebiet durch Absorption des anfinglich freigesetzten Sauer- 
stoffs scheinbar verlangsamt gefunden.*) 

Die von Hennichs?) ausgebaute Katalasebestimmung bedient 
sich der Titration des unzerlegt gebliebenen Hydroperoxyds mit 
0,005 n-Permanganat. Die Anwendbarkeit dieser Methode ist auf 
Systeme beschrinkt, die praktisch frei von organischer Substanz 
sind. Eine Katalasebestimmung in Blut ist nach unserer Erfahrung 
hiermit nicht gut durehfihrbar, da relativ erhebliche Permanganat- 
mengen zur Oxydation der Begleitstoffe erforderlich sind. Diese 
erfolgt bei Raumtemperatur sehr langsam und gestaltet hierdurch 
den Endpunkt der Titration unscharf. Zur genauen Bestimmung 
der Katalase in Gegenwart organischer Substanzen (organische 
Konservierungsmittel des H,O,, Glyzerin, Zucker, Fette usw.) 
eignet sich vorziiglich das jodometrische Prinzip der H,O,-Be- 

*) Beispiel: Nach Winkler!!) absorbieren 1000 com H,O bei 760 mm 
Druck und 0°C (der optimalen Temperatur fiir die Katalasebestimmung) 
10,24 cem Sauerstoff. Aus einem Spaltansatz fiir die Katalasebestimmung 
nach Hennichs (35 ccm 0,02 n/200-H,O, in einem Volumen von 50 ccm), der 
0,0119 g H,O, enthalt, kénnen maximal 7,8 ccm O, entwickelt werden. 
Andererseits lésen 50 ccm Aq. dest. 0,51 com O,. Da im Interesse der Kon- 
stanz der Reaktionskonstanten erster Ordnung die Spaltung meist nur bis 
zu einem Umfang von 30°/, des gesamten H,O,-Gehaltes verfolgt wird (ent- 


sprechend 2,6 ccm Q,), so wiirden die anfinglich gelésten 0,51 ccm O, auf 
dieser Strecke den Ausschlag um 20°/, zu klein erscheinen lassen. 
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Uber die Katalase farbloser Blutzellen. 965 
stimmung nach Kingzett}*) (Thiosulfattitration des durch H,O, 
in saurer Lésung aus KJ abgespaltenen Jodes), das bereits vor 
langem in primitiver Form von Jolles™) zur Bestimmung der 
Blutkatalase herangezogen wurde. 

Dieses MeBprinzip gestattet in der im experimentellen Teil 
(vgl. 5. 265) beschriebenen Gestaltung die exakte und rasche Be- 
stimmung der Katalasewirkung sowohl in niedrigen wie in hohen 
Reinheitsgraden. Eine Spaltung von 0,00119 g H,0, im Betrage 
von 1,5°/g wird mit der Genauigkeit des Volumens eines Tropfens 
aus der Mikrobiirette (= 0,025 cem 0,02 n-Thiosulfatlésung) erfaBt. 

Die Empfindlichkeit der Methode laBt sich natiirlich durch 
Verwendung verdiinnterer Thiosulfatlésungen leicht weiter steigern. 
Zur Beschleunigung der Jodausscheidung dient ein Zusatz von 
Molybdanséure (Rothmund®). Gleich dem von Abel!) stu- 
dierten Mechanismus der Reaktionslenkung mittels MoO, bei der 
Oxydation von Thiosulfat zu Sulfat (anstatt zum Tetrathionat) 
ist wohl auch hier die intermediire Bildung von Permolybdin- 
siure als Arrheniusscher Zwischenkérper anzunehmen. 


Experimenteller Teil.*) 
I. a) Gewinnung des Materials. 


Die zu den Versuchen verwendeten Leukocyten entstammten entweder 
experimentell angelegten, sterilen Peritonealexsudaten von Mausen, Meer- 
schweinchen und Kaninchen oder infektidsem, menschlichem Eiter mit be- 
kanntem Erreger.**) Wahrend der Eiter stets ein Gemisch der verschiedenen 
Zellarten darstellte, konnte die Zusammensetzung der sterilen Exsudate durch 
die Wahl des den Reiz setzenden Agens und durch die zwischen Injektion 
und Exsudatentnahme verstrichene Zeit beeinfluBt werden. Zur Gewinnung 
iiberwiegend polymorphkerniger Leukocyten wurde den Versuchstieren nach 
der Vorschrift von De Haan (vgl. bei Hamburger!’) meist nach ent- 
sprechender Vorbereitung am Morgen des Versuchstages ein dem Inhalt der 
Bauchhéhle angepaBtes Quantum physiologischer Kochsalzlésung intra- 
peritoneal eingespritzt und das Exsudat bereits nach 3—4 Stunden unter 
eventuellem Nachspiilen entnommen. Dieses Verfahren hatte sich dem Ver- 
fasser bereits bei der Untersuchung des Tryptasegehaltes der Myelocyten des 
Meerschweinchens ausgezeichnet bewadhrt (Stern!*). Die injizierte Menge 
Kochsalzlésung betrug fiir Mause 5 ccm, fiir Meerschweinchen 40—50 ccm 
und fiir Kaninchen 200—300 ccm. Um monocytenreiche Exsudate zu ge- 
winnen, wurden Mausen 4 ccm und Meerschweinchen 20 ccm Paraffin- oder 


*) Fraulein Else Jacobi leistete bei der Ausfiihrung der Versuche 
wertvolle Hilfe. 

**) Fiir die freundliche Uberlassung von Material sei auch an dieser 
Stelle Herrn Dr. K. Meyer, Vorstand der bakteriologischen Abteilung des 
Pathologischen Instituts des Krankenhauses, sowie Herrn Dr. Z. Leitner 
an diesem Institut bestens gedankt. 
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Oliven6él intraperitoneal injiziert und die Exsudate erst nach friihestens einer 
bis zu 2 Wochen entnommen. Die Zusammensetzung simtlicher Exsudate 
und Eiterproben wurde mittels Ausstrich und Farbung mit May-Grinwald. 
Giemsa-Lésungen ermittelt. Stark mit Erythrocyten verunreinigte Sus. 
pensionen wurden verworfen. 

Die Exsudate wurden zur Vermeidung von Gerinnungsvorgingen in 
GefaBen gesammelt, die einige Kubikzentimeter einer 0,9°/,igen NaCl-Lésung 
enthielten, die 0,6°/,ig an Natriumcitrat war. Es folgte das Abzentrifugieren 
(etwa 5 Minuten bei etwa 1000 Touren) und einmaliges Waschen auf der Zentri- 
fuge mit physiologischer Kochsalzlésung. Von dem nach vorsichtigem Ab. 
saugen der iiberstehenden Flissigkeit erhaltenen Riickstand, der im Falle der 
Verwendbarkeit nicht merklich rétlich gefairbt sein durfte, wurde zunachst 
ein Ausstrich angefertigt und parallel hierzu zur Freilegung der Katalase 
geschritten. Die Eiterproben hingegen wurden direkt nach Probeentnahme 
fiir den Ausstrich weiter verarbeitet. 


b) Loésung und Konservierung des Enzyms. 

Selbst neuere Untersuchungen des Katalasegehaltes der Leukocyten 
(vgl. z. B. bei Iglauer*) sind unter Verwendung von Suspensionen intakter 
Zellen ausgefiihrt worden. DaB die hierbei erhaltenen Zahlen kein MaB des 
tatsichlichen Enzymgehaltes der Zellen darstellen, zeigt der auf 8. 270 wieder- 
gegebene Versuch, in dem die katalatische Wirksamkeit einer Leukocyten- 
suspension verglichen wurde mit einem Katalasepraparat nach Tscherno- 
ruzki*), das mittels wiederholtem Gefrieren und Auftauen der gleichen Leuko- 
cytenmenge und Entfernen der Zelltriimmer erhalten worden war. Da der 
Versuch, mittels Essigesterschnellautolyse die Katalase aus den Leukocyten 
freizulegen, zu inaktiven Praparaten fiihrte, wurde im weiteren Verlaufe der 
Arbeit das ,,Gefrierverfahren“ angewandt: Die feuchte Leukocytenmasse wurde 
nach dem Wiegen mit einigen Tropfen Aq. dest. verriihrt, durch Einbringen 
in ein Eis—Calciumchloridgemisch durchgefroren, in Wasser von Wasserleitungs- 
temperatur aufgetaut, der Vorgang wiederholt und die Zelltriimmer nach Auf- 
fiillen mit Aq. dest. auf ein bestimmtes Volumen, das der in Arbeit genommenen 
Leukocytenmasse entsprach, durch Zentrifugieren entfernt und die iiber- 
stehende klare, farblose Fliissigkeit nach vorsichtigem Dekantieren — in Eis 
gekiihlt — unmittelbar zu den Versuchen benutzt. 

Mit den zum Vergleich herangezogenen Erythrocyten wurde gleichartig 
verfahren. Das durch Citratzusatz ungerinnbar gemachte Blut wurde zentri- 
fugiert, das Plasma mit der obersten Zellage, die die Leukocyten enthilt, ent- 
fernt. Sodann wurden die roten Blutzellen einmal auf der Zentrifuge mit 
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen, nach dem Abdekantieren der- 
selben feucht gewogen, mit etwas Aq. dest. verriihrt, 2mal gefroren und auf- 
getaut und endlich mit etwa dem 70fachen Volumen Aq. dest. verdiinnt. 
Nach dem Abzentrifugieren der Zelltriimmer wurde in der Restlésung der 
Gehalt an Trockensubstanz bestimmt und diese Lésung nach nochmaligem 
Verdiinnen auf das doppelte Volumen zur Katalasebestimmung verwendet. 
Fiir diese Methode spricht vor allem der beinahe identische Gehalt der aus 
Erythrocyten verschiedener Species gewonnenen Lésungen an Trockensubstanz 
(Maus: 0,0043 g pro Kubikzentimeter; Meerschweinchen: 0,0047 g pro Kubik- 
zentimeter; Kaninchen: 0,0047 g pro Kubikzentimeter; Mensch: 0,0044 g pro 
Kubikzentimeter). Der Gehalt der Leukocytenausziige an Trockensubstanz 
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betrug im Mittel um 0,0015 g pro Kubikzentimeter, mit unregelma&Biger 
Streuung der Werte bis herab zu 0,0005 und herauf bis zu 0,004 g pro Kubik- 
zentimeter. Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB kein konstantes Verhaltnis 
zwischen feuchter Leukocytenmasse und Endvolumen eingehalten wurde. 

Die Eiterproben wurden nach Vornahme eines Ausstriches direkt ge- 
froren und aufgetaut, zunaichst mit Aq. dest. auf etwa das 5fache Volumen 
mit Aq. dest. verdiinnt, in einem Kubikzentimeter der Gehalt an Trocken- 
substanz ermittelt, der bis zu 16,5 mg pro Kubikzentimeter betragen konnte, 
und schlieBlich zur Katalasebestimmung eine weitere Verdiinnung auf das 
50fache Volumen vorgenommen. 

Es gelang, aus den Leukocyten und Erythrocyten Dauerpriparate her- 
zustellen, die nach Aufbewahrung im Exsiccator an Phosphatpuffer von py 6,9 
Katalase in befriedigendem AusmaB abgeben: Die gewaschenen Leuko- 
bzw. Erythrocyten wurden 2mal mit etwa dem 20fachen Volumen Aceton, 
einmal mit Aceton—Ather und 2mal mit Ather vermischt und nach dem Ab- 
setzen der Zellen die iiberstehende Fliissigkeit vorsichtig abgesaugt. Es resul- 
tierten rein weiBe bzw. braunrote Pulver, die nach sorgfaltigem Zerreiben im 
Morser im Exsiccator aufbewahrt wurden. Die rasche Abgabe der Katalase 
an Pufferlésung ist wohl mit der voraufgegangenen Zerstérung der Zellwainde 
durch das Aceton zu erklaren, wie dies fiir die Hefezelle seit den Arbeiten 
Willstatters und seiner Schule bereits bekannt ist. Wurden beispielsweise 
6 mg eines Trockenpraparates von polynukleéren Leukocyten des Kaninchens 
mit leem m/15-Phosphatpuffer (pq 6,9) im Mérser angerieben, mit dem 
gleichen Puffer auf 10 com Volumen aufgefiillt, 30 Minuten bei Zimmertempe- 
ratur digeriert und sodann von den Zellresten abzentrifugiert, so resultierte 
eine Lésung, von der 4 ccm (entsprechend 2,4 mg des Trockenpraparates) bei 
0° in 25 Minuten eine Aufspaltung des H,O, des iiblichen Spaltansatzes zu 
etwa 30°/, bewirkten. Auch bei Zugabe der Trockenpraparate zu den Spalt- 
ansitzen in Substanz trat eine Zerlegung des Substrates ein. Die Wirksamkeit 
solcher Praiparate nimmt beim Lagern innerhalb von 2 Wochen erheblich ab. 


c) Bestimmung der Aktivitat und Konzentration der Katalase. 


Die Mehrzahl der neueren Untersuchungen iiber Katalase bediente sich 
der titrimetrischen Bestimmung des unzerlegt gebliebenen Substrates mittels 
Kaliumpermanganat in schwefelsaurer Lésung in der von Hennichs!*) aus- 
gearbeiteten Form. Ohne die Brauchbarkeit dieser Methode fiir Katalase- 
praparate héheren Reinheitsgrades anzweifeln zu wollen, ist im Allgemeinen 
Teil (S. 264) dargelegt worden, daB sie fiir unsere Zwecke nicht geeignet war, 
da sie die Abwesenheit organischer Substanzen erfordert. In Anlehnung an 
das Vorgehen von Jolles™) wurde daher in folgender Weise verfahren: 

Die Spaltansatze waren identisch mit denjenigen nach Hennichs: 35 cem 
0,02 n-H,O, (meist bereitet durch Verdiinnen von 0,57 cem Perhydrol Merck, 
rein, fiir analytische Zwecke, mit Aq. dest. auf 500 ccm) + 10 ccm m/15-Phos- 
phatpuffer (1:1) (px 6,98) + 0,1—-5 cem Enzymlésung, Aq. dest. ad 50 ccm. 
Die einzelnen Lésungen, sowie die Spaltansitze wurden in Eis gekiihlt. Sogleich 
nach Enzymzugabe, sodann nach 5, 10, 15, 20 und 25 Minuten wurden je 
5 cem entnommen und in Kélbchen pipettiert, die 10 ccm einer 1°/,igen Jod- 
kaliumlésung, sowie 3 ccm einer 33°/,igen Schwefelsiure enthielten, wodurch 
die Enzymwirkung augenblicklich unterbrochen wird. Zur Beschleunigung 
der Freisetzung des elementaren Jods, die der jeweils vorhandenen H,0,- 
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Menge streng proportional ist, wurden zu jedem Kélbchen 3 Tropfen einer 
Molybdanséurelésung gegeben, die durch Erwairmen von etwas fester Molybdan. 
siure mit Aq. dest. und Abfiltrieren vom Ungelésten bereitet wurde.*) Nach 
Beendigung des Versuches wurde die Menge des freien Jods mittels Titration 
mit 0,02 n-Thiosulfatléisung unter Zufiigen einiger Tropfen Starkelésung als 
Indicator bestimmt. Im Gegensatz zu der Permanganatmethode ist hierbei auc, 
in Gegenwart erheblicher Mengen organischer Substanz stets ein scharfer Um. 
schlagspunkt vorhanden. Die Thiosulfatlosung wurde aus einer genauen, 3 ccni 
enthaltenden Mikrobiirette zugegeben, deren Teilung die direkte Ablesung 
der 1/19), ccm gestattete. Bei jedem neuen Untersuchungsobjekt muB man 
sich davon iiberzeugen, daB die Enzymlésung selbst aus dem KJ-H,SO,- 
Gemisch kein Jod in Freiheit setzt. Auch in diesem Falle ist die Methode meist 
anwendbar, nur muB die Menge des durch die Enzymlésung entbundenen Jods, 
die ja in allen Proben die gleiche bleibt, durch Kontrollen ohne H,O, ermittelt 
und vom Hauptversuch in Abzug gebracht werden. Die von uns verwendeten 
Enzymlésungen aus Blutzellen aller Art besaBen jedoch keine oxydierende 
Wirksamkeit. Bei den Versuchen mit Hemmungskoérpern, wie Ferrosulfat, 
kann es vorkommen, daB die beschleunigende Wirkung der Molybdansaure 
durch Komplexbildung ausgeschaltet wird. In solchen Fallen muB mit der 
Titration etwa 30 Minuten nach der Probenahme gewartet werden. 

(Bei Verwendung von Zusatzstoffen, wie Silberammoniakat, die mi‘ 
dem KJ der Vorlagemischung reagieren, muB auf die Permanganattitration 
zuriickgegriffen werden.) 

Die Bestimmung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte auf elektro- 
metrischem Wege in Kontrollgemischen, die an Stelle des H,O, Aq. dest. 
enthielten, sonst, z. B. mit Gasen, gleichartig behandelt waren, wie die Ver- 
suchsansitze. 

Um etwas iiber die Konzentration und den Reinheitsgrad eines Enzyms 
aussagen zu kénnen ist es notwendig, die enzymatische Aktivitét zu dem 
Gehalt der betreffenden Enzymlésung an Trockensubstanz in Beziehung zu 
setzen (vgl. unten, Abschnitt d). Da nun die uns zur Verfiigung stehenden 
Mengen an Ausgangsmaterial, d. h. an Blutzellen, meist sehr klein bemessen 
waren (zwischen 0,1 und 0,5 g), muBte die Bestimmung des Trockenriick- 
standes in kleinen Flissigkeitsmengen ausgefiihrt werden. Um das Tiege!- 
gewicht gegeniiber der zu erwartenden Riickstandsmasse nicht tibergroB zu 
gestalten, fertigten wir aus dem Bodenteil diinnwandiger Reagenzglaser durc! 
Absprengen und Flachdriicken des Bodens kleine Schalen im Gewicht von 
etwa 0,7—0,9 g an, die mit 1 cem der Enzymlésung beschickt wurden. ‘o- 
dann wurde auf dem Wasserbade vorsichtig zur Trockne verdunstet und der 
Riickstand nach geniigend langer Abkiihlung im Vakuumexsiccator auf einer 
analytischen Waage gewogen, die geniigend empfindlich und genau war, um 
das Gewicht bis auf 0,1 mg genau zu ermitteln. 


d) Berechnung der Resultate. 
Bei der Berechnung der Ergebnisse wurde nach den Vorschlagen der 
Eulerschen Schule!®) verfahren. Die enzymatische Konzentration bzw. der 
Reinheitsgrad wird nach der Formel 


_ Kat. f = g Enzym 


*) Der Gehalt dieser Lésung an MoO, wurde zu 1,8 mg pro ccm gefunden. 


such 
unte 
satze 
zenti 


er 
rec 
| Ka 
ze] 
sie 
An 
scl 
me 
zul 
aus 
: Zw 
| fiir 
ged 
nac 
lich 
| Tre 
En; 
der 
zen 
und 
Tro 
| Ver 
T 


Uber die Katalase farbloser Blutzellen. 269 


ermittelt. k bedeutet die nach der monomolekularen Reaktionsgleichung be- 
rechnete Geschwindigkeitskonstante der durch den Enzymzusatz bewirkten 
Katalyse. Wie die Tab. I zeigt, trifft auch fiir den Fall der Katalase aus Blut- 
zellen in den meisten Fallen die Erfahrung zu, daB sich die durch sie kataly- 
sierte Zerfallsreaktion des Hydroperoxyds bei 0° und bei px 6,98 in 50 ccm 
Anfangsvolumen durch die Gleichung fiir eine Reaktion erster Ordnung be- 
schreiben 148t. Die in anderen Fallen beobachteten Abweichungen waren 
meist so geringfiigig und ihr Gang so stetig, daB es fiir die vorliegenden Zwecke 
zulassig erschien, k ebenso wie in den erstgenannten Versuchen als Mittel 
aus fiinf Werten aufeinanderfolgender Titrationen zu berechnen. Zu diesem 
Zwecke wurde in der monomolekularen Reaktionsgleichung: 


l a 

fiir ¢ die Versuchszeit in Minuten, fiir a der Anfangswert des Versuches, aus- 
gedrickt in Kubikzentimeter der 0,02 n-Thiosulfatlésung und fiir (a—z) die 
nach Verstreichen des betreffenden Intervalls verbrauchte Menge der Thio- 
sulfatlésung substituiert. In den Nenner der Formel fiir Kat. f wurde schlieB- 
lich diejenige Substanzmenge in Gramm eingesetzt, die sich auf Grund der 
Trockenriickstandsbestimmung in der zum Versuch benutzten Menge der 
Enzymlésung befand. 


Beispiel: (Versuch 48). 

Eine aus menschlichen Eiterzellen gewonnene Enzymlésung besaB nach 
der in 1 cem ausgefithrten Bestimmung 0,0133 g Trockenriickstand pro Kubik- 
zentimeter. Sie wurde zum Versuch auf das 50fache Volumen verdiinnt 
und hiervon dem Spaltansatz 5 ccm zugesetzt, in denen sich also 0,00133 g 
Trockensubstanz befanden. 


Ergebnis der Titration: 


Versuchszeit 0 10 15 20 | 25 Minuten 


Verbraucht ccm der 0,02 n- 


Thiosulfatlsg. 2,72 | 2,1 | 1,53] 1,2 | 0,9 0,68 
k-Werte nach 5 Minuten... .. 0,02247 
10 
15 « « « « 
20 . 0,02402 
25 
Mittel 0,023 849 
0,023849 


In denjenigen Versuchen, in denen der EinfluB der Variation der Ver- 
suchsbedingungen (Temperatur, px) oder der verschiedenen Zusatzstoffe 
untersucht wurde, geniigte es meist, zur graphischen Auswertung die Um- 
sitze in gleichen Intervallen zu ermitteln und diese, ausgedriickt in Kubik- 
zentimeter 0,02 n-Thiosulfatlésung (entweder als Differenz zwischen Anfangs- 
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und Endwert oder als absoluter Titrationswert) auf der Ordinate, die Ver. 
suchszeiten auf der Abszisse aufzutragen. 


II. a) Katalasegehalt der Leukocyten. 


Den Vergleichswerten der Tab. I liegen zwei Annahmen zu. 
grunde. Erstens wird angenommen, da8 bei der von uns gewahilten 
Methode der gesamte Gehalt oder wenigstens stets der gleiche 
Anteil der Katalase der Zelle in Lésung geht; zweitens, dag 
der in Lésung gehende Teil der Zellsubstanz proportional der ge. 
lésten Enzymmenge ist. Um ein exaktes Bild von der Enzym- 
konzentration innerhalb der Zelle zu erhalten, mi8Bte die gefundene 
enzymatische Aktivitét in Beziehung gesetzt werden zu der Ge- 
samtmasse oder der Trockensubstanz der Zelle. Diese konnte 
wegen der im allgemeinen kleinen verfiigbaren Materialmengen 
nur bei einigen menschlichen Kiterproben bestimmt werden. Die 
von anderen Untersuchern geiibte Gleichsetzung des Enzym.- 
gehaltes der Zelle mit ihrer bei ungeschidigter Membran gefundenen 
Aktivitat ist, wie der folgende Versuch lehrt, nicht zulassig. 

Versuchsprotokoll Nr. 30. Von Kaninchen Nr. 3 wurde in iiblicher 
Weise mittels intraperitonealer Injektion von 200 ccm 0,9°/,iger NaCl-Lésung 
innerhalb von 3 Stunden ein Exsudat gewonnen, das nach der Priifung des 
gefirbten Ausstriches fast ausschlieBlich polynukledére Leukocyten, kaum 
rote Zellen enthielt. Nach dem Abzentrifugieren der schwach citrathaltigen 


Flissigkeit wurde einmal auf der Zentrifuge mit 0,9°/,iger NaCl-Lésung ge- 
waschen und der farblose Riickstand gleichmaBig in 10 ccm physiologischer 


‘Kochsalzlésung suspendiert. 

Die Leukocytensuspension wurde in zwei gleiche Teile geteilt, die erste 
Portion (Bezeichnung ,,Suspension“) direkt als Enzymlésung verwendet und 
die zweite, wie unten beschrieben, zu Plasmolysat verarbeitet. 


1. Suspension: Gehalt an Trockensubstanz pro Kubikzentimeter: 
0,0166 g. 


Spaltansatz: 35ccm 0,02 n-H,O, 
+ 10 ccm m/15-Phosphatpuffer, pq 6,98 


+ 4,9ccm Aq. dest. 
-+ 0,l ccm der Suspension = 0,00166 g Trockensubstanz 


50 ccm Volumen. 


Die einzelnen Lésungen und die Mischung wurden in Eis gehalten. 
Zu Beginn des Versuches und sodann jeweils nach Verlauf von 5 Minuten 
wurden Proben von 5 ccm entnommen, die rasch in ein vorgelegtes Gemisch 
von 10 ccm 1°/,iger KJ-Lésung + 3 ccm 33°/,iger H,SO, iibergefiihrt wurden. 
Zur Beschleunigung der Jodausscheidung wurden 3 Tropfen Molybdansaure- 
lésung zugegeben, alle Abnahmen gemeinsam mit 0,02 n-Thiosulfatlésung 


(Starkelésung als Indicator) titriert. 


Tabelle lL. 


Katalasewerte der Prapar 
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Ergebnis: 


25 Minuten 


0,02 n-Thiosulfat 3,17 | 3,05 | 2,74 | 2,39] 1,98 1,55 eem 


Die nach der Formel 


| o | 120 | w | 20 


1 a 
erhaltenen Reaktionskonstanten Jauten: 

5 Minuten ..... 0,003 35 
0,008 18 
0,010.22 

Mittel 0,0081 
0,0081 
Kat. f = “0,00166 = 4,9. 


2. Plasmolysat. 

Der zweite Anteil der Ausgangssuspension (vgl. oben!) wurde zentri- 
fugiert, der Riickstand durch Einbringen in ein Eis-Chlorcalciumgemisch 
durchgefroren, mit Leitungswasser aufgetaut, das Frieren und Auftauen 
wiederholt, mit Aq. dest. auf 5 ccm aufgefiillt und von den Zelltriimmern ab- 
zentrifugiert. Trockenriickstand der erhaltenen Enzymlésung pro Kubik- 


zentimeter 0,0021 g. 
Spaltansatz: 35 cem 0,02 n-H,O, 

+10 ccm m/15-Phosphatpuffer, py 6,98 
+ 4,9ccm Aq. dest. 


+ 0,lccm Enzymlésung = 0,00021 g Trockensubstanz 
50 cem Volumen. 


Ergebnis der Titration: (Abnahmen usw. wie unter 1.). 


Versuchszeit 0 5 10 15 20 25 Minuten 
0,02 n-Thiosulfat 3,29 | 2,83 | 2,33 | 2,12] 1,72 1,54 ccm 
k: &Minuten..... 0,01308 
10 0,014984 
15 0,01272 
20 0,01408 
Mittel 0,0136 
0,0136 
Kat. f == 0,00021_ = 64,8 


Aus diesem Versuch geht hervor, daB erstens die kataly- 
tische Aktivitét der durch Strukturzerstorung erhaltenen Enzym- 
lésung etwa 70°/, tiber derjenigen der Suspension lag (berechnet 
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aus dem Verhaltnis der Reaktionskonstanten), und da8 zweitens 
die durch Kat.f gekennzeichnete Reinheit des Enzyms sich im 
Plasmolysat und in der Suspension wie 13,2/1 verhielt. 


b) Erythrocyten. 

Um den Katalasegehalt der farblosen mit demjenigen der 
roten Blutzellen der gleichen Tierart wenigstens gréBenordnungs- 
miBig vergleichen zu kénnen, war es erforderlich, das Enzym 
aus beiden Zellarten in gleicher Weise freizulegen und zu_be- 
stimmen. Die Tab. II enthalt fiir jede der herangezogenen Species 
ein Beispiel. Das bei diesen Versuchen zur Anwendung gelangte 
Freilegungsverfahren ist im Abschnitt B Ib. auf 8. 266 kurz be- 
schrieben worden. 

Tabelle II. 


Katalasewerte der Praparate aus Erythrocyten. 


k 
Species Praparat Trocken- | f 

Nr. Verhalten| Mittel | substanz 

42 Maus Plasmolysat | konstant | 0,00822 | 0,000215 | 38,8 
47 |Meerschweinchen 0,00939 | 0,000235 | 39,9 
52 Kaninchen 0,02183 | 0,00047 46,5 
43 Mensch “ schwach | 0,02247 | 0,00022 | 102,1 

fallend 


Anhang. Die katalatische Wirksamkeit reinen Hamins. 


Wie der folgende Versuch in Ubereinstimmung mit den An- 
gaben der Literatur zeigt, ist die katalatische Wirksamkeit des 
in den Plasmolysaten enthaltenen Haémins nur von untergeordneter 


Bedeutung. 

Versuchsprotokoll Nr. 3l. 10 mg krystallisierten Hamins aus Pferde- 
blut wurden in ein wenig m/15 sekundarer Phosphatlésung suspendiert und 
durch den Zusatz von 2 Tropfen 2 n-Natronlauge in Lésung gebracht. 1 ccm 
der mit Aq. dest. auf 10 com Volumen aufgefiillten Lésung enthielt demnach 
Img Hamin. 

Spaltansatz: 35ccm 0,02 n-H,O, 
+ 10cem m/15-Phosphatpuffer, py 6,98 
+ 4ccm Aq. dest. 
+ lccm Haminlésung 
50 ccm Volumen. Versuch bei 0° ausgefiihrt. 


Titration. 


Versuchszeit 0 5 | 10 20 30 | 40 Min. 


0,02n-Thiosulfat | 3,21 | 2,95 | 291 | 269 | 248 | 2,28 com 
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k: 6Minuten..... (0,007 34) 
0,008 84 
30 0,003 73 
0,00371 
Mittel aus den drei letzten Werten: 0,00376 
0,00376 
Kat. f = 0,001 = 3,76. 


(Bei Zugrundelegung von k, ,,,. ergibt sich ein Kat.f von etwa 7.) 


Ill. Eigenschaften der Katalase der Myelocyten. 


Das physikalisch-chemische Verhalten der Leukocytenkatalase 
wurde an dem Beispiel der polynukledren Exsudatleukocyten des 
Kaninchens studiert: 


a) Kinetik des nichtgehemmten Enzyms. 


1. Ordnung der katalysierten Reaktion. 


Wie die Tab. I (S. 271) zeigt, lieB sich die Hydroperoxyd- 
zerlegung durch gleichartig gewonnene Katalasepraparate aus 
Kaninchenmyelocyten in 10 von insgesamt 12 Fallen mit  be- 
friedigender Anniherung durch die Formel fir monomolekularen 
Reaktionsverlauf beschreiben. Hierzu ist zu bemerken, daB der 
erste, nach einem Intervall von 5 Minuten erhaltene Titrations- 
wert in 2 Fallen so erheblich aus dem Rahmen der anderen Werte 
herausfiel, daB er zu der Berechnung des Mittelwertes fiir k nicht 
herangezogen wurde. Auch sonst wurden einige EHinzelwerte, die 
zu stark vom Durchschnitt abwichen, ausgeschieden. Die Ursachen 
fiir diese gelegentlichen Abweichungen scheinen zufalliger und rein 
technischer Natur zu sein. In 2 Fallen wurden die Reaktions- 
konstanten erster Ordnung steigend gefunden. Der Verlauf niaherte 
sich hier also demjenigen einer Reaktion nullter Ordnung (an- 
genihert linearer Kurvenverlauf). 


2. Temperaturkoeffizient. 

Versuchsprotokoll Nr.56: 12mg _ eines Kaninchen-Myelocyten- 
trockenpriparates (vgl. S. 267) wurden im Mérser mit ein wenig m/15-Phos- 
phatpuffer, py 6,98, angerieben und sodann mit dem Puffergemisch auf 10 ccm 
Volumen aufgefillt. Nachdem die Suspension unter 6fterem Umriihren 
30 Minuten bei Zimmertemperatur gestanden hatte, wurde von den Zellresten 
abzentrifugiert und die Aktivitat des Enzyms in folgenden Spaltansatzen bei 
verschiedenen Temperaturen bestimmt: 

Spaltansatz: 35 ccm 0,02n-H,O,+ 10 ccm m/15-Phosphatpuffer, 
pu 6,98 + 3 ccm Aq. dest. + 2 ccm der Enzymlésung = 50 cem Volumen. 


ems 


Fig 


fin 


Va 
der 
won 
und 
lésur 
Enz 
Da 7 
ande 
vers] 


i.) 


se 


ccm 


sten 


ffer, 


Uber die Katalase farbloser Blutzellen. 275 


Das Ergebnis zeigt das Diagramm Nr. 1. Daraus geht hervor, daB das 
Enzym bei 37° bereits eine geringere Aktivitait besitzt als bei 18°, welcher 
Umstand physiologisches Interesse hat. Bei 52° ist das Enzym vdllig inaktiviert. 


GE. 
& 0%. 
& 
‘§ 


hersvohszer} in run 
Fig. 1. Aktivitéit der Katalase aus Leukocyten des Kaninchens bei variierter Temperatur. 


Fiir 0° errechnet sich die Reaktionskonstante erster Ordnung 


k zu 0,008 569, 
fir 18° zu 
k == 0,00559. 


Fiir dieses Temperaturintervall finden wir demnach 
= 1,82 


also eine selbst fiir enzymatische Verhiltnisse relativ niedrige 
van't Hoffsche Konstante. Nordefeldt®®) fand ahnlich Q,, 
der Fettkatalase in dem Intervall 0—20° zu 1,4. 


3. Aktivitiits-p,-Optimum. 


Versuchsprotokoll Nr. 36: In iiblicher Weise vom Kaninchen ge- 
wonnene frische Exsudatleukocyten, die dem Ausstrich zufolge iiberwiegend 
aus polymorphkernigen Zellen bestanden, wurden unmittelbar durch Gefrieren 
und Auftauen zu Plasmolysat verarbeitet. 


Spaltansaitze: 35 ccm 0,02n-H,O, + 10 ccm m/15-Phosphatpuffer 
verschiedenen Mischungsverhaltnisses -- 4,5 cm? Aq. dest. -+ 0,5 Enzym- 
lisung. Versuchstemperatur 0°. 

Aus den Aktivitits-pu-Kurven der Fig. 2 geht hervor, daB das 
Enzym seine maximale Aktivitit nahe am Neutralpunkt, bei 
pu 7, entfaltet. Dieser Befund stimmt mit den Erfahrungen an 
anderen Katalasen iiberein. 

In Beriicksichtigung dieser Tatsache wurden die Hemmungs- 
versuche (vgl. Abschnitt IIIb) beim optimalen pu ausgefiihrt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCTV, 20 
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Die Messung der Wasserstoffionenkonzentration erfolgte an der 
Gaskette in Kontrollansitzen, die an Stelle des H,O, und des En- 


zyms das gleiche Volumen Aq. dest. enthielten. 
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Fig. 2. Aktivitéts-p,;;-Kurven der Leukocytenkatalase. Jeder Kurvenzug entspricht den 
nach gleichen Intervallen bei variiertem p,, erzielten Umsitzen. 


b) Verhalten der Leukocytenkatalase gegen Hemmungskorper. 


1. Ferrosulfat. 


In Ubereinstimmung mit Erfahrungen, die an Katalase aus 
anderen biologischen Objekten gesammelt wurden, wird die Leuko- 
cytenkatalase durch Ferrosalz mit der Menge des Hemmung:- 
kérpers zunehmend gehemmt (vgl. dazu u. a. Lockemann. 
Thies und Wichern*), sowie Favre??)]. 


Die Fig. 8 zeigt die Hemmung der Katalase aus konservierten 
polymorphkernigen Leukocyten des Kaninchens durch verschiedenc 
Ferrosulfatmengen. 


In diesem Versuch (Nr. 53) wurde die Reaktionskonstante fiir das un- 
beeinfluBte Enzym, k = 0,00695, durch die Anwesenheit von 1/j¢99 Mol Ferro- 
sulfat im Spaltansatz auf k = 0,00482, durch 4/59) Ferrosulfat auf k = 0,001864 
erniedrigt. Dies entspricht einer Hemmung von 31°/, bzw. von 73°/), wenn 
die Aktivitat des ungehemmten Enzyms gleich 100°/, gesetzt wird. In Kontroll- 
versuchen ohne Enzym wurde unter den Bedingungen der Bestimmung keine 
deutliche Zerlegung des Hydroperoxyds durch die angewandten Ferrosalz- 
mengen beobachtet. 
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2. Dipyridyl und Tridipyridylferrosulfat. 


Versuchsprotokoll Nr. 33: Von Kaninchen Nr. 31 wurde in iiblicher 
Weise ein frisches, steriles Kochsalzexsudat gewonnen, das iberwiegend poly- 
morphkernige Leukocyten enthielt. Aus diesen wurde durch Gefrieren und 
Auftauen ein Plasmolysat hergestellt, dessen katalatische Wirksamkeit zu 
Kat. f = 5,65 bestimmt wurde. 
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rig. 3. Hemmung der Leukocytenkatalase durch 1 1000 und 1/200 m-Ferroion; py 6,98. 


Nunmehr wurde in folgenden Spaltansatzen die Hydroperoxydspaltuny 
auf jodometrischem Wege verfolgt: 
35 ccm 0,02 n-H,O, 
+10 ccm m/15-Phosphatpuffer, px 6,98 
4,7 ccm Aq. dest. 
0,3 Enzymlésung 
50,0 com 


Versuchstemperatur: 0° C, 
IL. enthielt an Stelle des Aq. dest. eine Lésung von 0,008 y x, x'-Dipyridy] 
in 5eem H,O. 
III. enthielt an Stelle des Aq. dest. eine Lésung von Tridipyridylferro- 
sulfat (0,004 g Dipyridyl + 0,00285 g FeSO,-7H,O) in 5 com Aq. dest. 


Ergebnis der Titration: 


Versuchszeit O | 5 | 10 | 15 | 20 | 25 Min. 

Enzym allein ....... 3,13 | 2,891 2,7 [2,51] 2,44] 2,22 com 

II, Enzym +- Dipyridyl] .. . . 2,15 cem 
Enzym -+- Tridipyridylferro- 

3,12 | 2,96 | 2,65]2,5 | 2,36] 2,2 ccm 
Kontrollen: 

IV. 3,28 | 3,25 | 3,21 | 3,22 | 3,24] 3,16 ccm 

V. Tridipyridylferrosulfat allein . | 3,17] 3,17 | 3,22] 3,21] 3,23] 3,23 cem 
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Daraus geht hervor, daB sowohl das Dipyridyl wie auch das 
Tridipyridylferrosulfat in der gewahlten Konzentration keinerle; 
Effekt auf die H,O,-Spaltung durch Katalase aus Leukocyten he. 
sitzen. Die Kontrollversuche belegen die Tatsache, daB die beidey 
Verbindungen fiir sich allein katalatisch wirkungslos sind. 


3. Blausiiure. 

Das Diagramm 4 (nach Versuch 54) veranschaulicht die fas; 
vollstindige Vergiftung der Leukocytenkatalase durch die willkiirlich 
gewihlte Konzentration von m-HCN. Die Blausiure wurde in 
Form von NaCN-Lésung zu dem Spaltgemisch zugesetzt, da [NaCN) 
bei dem gewahlten px von 6,98 gleich [HCN] gesetzt werden kann. 
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Fig. 4. Hemmung der Leukocytenkatalase durch Blausdure. 
4, Kohlenmonoxyd. 


Versuchsprotokoll Nr. 49: Ein in tiblicher Weise aus frischen Ex- 
sudatleukocyten des Kaninchens hergestelltes Plasmolysat besaf ein Kat. / 
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Fig. 5. Hemmung der Leukocytenkatalase durch CO. 
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Fig. 6. ,,Hemmung“ der Leukocytenkatalase 
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yon 8,7. Um den Effekt von Kohlenmonoxyd (bei Atmospharendruck) zu 
priifen, wurde einmal die Enzymlésung vor der Zugabe zum Spaltgemisch 
45 Minuten mit CO behandelt, in einem weiteren Versuch das CO wahrend 
des Spaltversuches selbst durch das System geleitet. Die Darstellung des 
jases erfolgte nach Allner?*) durch Eintropfen von Ameisensiure (85°/)) in 
konz. Schwefelsiure bei 140—150°. Das Gas wurde mit 2n-KOH und mit 
Wasser gewaschen. Durch Kontrollversuche ohne Enzym und ohne Substrat 
wurde festgestellt, daB sich das py wahrend des Versuches infolge der CO- 
Behandlung nicht wesentlich verinderte (ohne CO: 6,97; mit CO: 6,92). 


Der in Fig. 5 dargestellte hemmende Effekt des Gases auf 
die Leukocytenkatalase ist demnach auf eine Reaktion des Enzyms 
mit dem Kohlenmonoxyd zurickzufihren. 


5. Kohlendioxyd. 

Versuch Nr. 39: Ein von Kaninchen Nr. 47 gewonnenes Leukocyten- 
plasmolysat zeigt ein Kat.f von 8,12. Wurde wahrend der Spaltung ein CO,- 
Strom von etwa 65 Blasen pro Minute (erhalten aus Marmor -+ 2n-HCl, 
mit Wasser gewaschen) hindurchgeleitet, so resultierte die in Fig. 7 gezeichnete 
Hemmung. Ein Kontrollversuch ohne Enzym und H,0, mit anschlieBender 
elektrischer py-Messung ergab, daB das py von 6,98 nach 5,88 verschoben 
wurde. In diesem Gebiet ist, wie die Kurven der Fig. 2 lehren, bereits ein 
bedeutender Abfall der Aktivitét des Enzyms zu bemerken. 


Die beobachtete Hemmung ist demnach vorgetiiuscht durch 
den Umstand, da das Potential des Systems infolge der CO.- 
Behandlung um 110 Millivolt positiver wurde. 
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6. Sauerstoff. 


Versuch Nr. 41: Als Enzymlésung diente ein Leukocytenplasmolysat 
vom Kat.f = 23,7. Wurde durch das Spaltgemisch 10 Minuten vor und dann 
wahrend der Spaltung ein Strom von 80—90 Blasen pro Minute (mit Wasser 
gewaschener Bombensauerstoff) geleitet, so wurde die in Fig. 8 dargestellte 
Hemmung beobachtet. Eine Erhéhung der Gasblasenzah] auf das Doppelte 
pro Minute fiihrte keine weitere Verinderung herbei. Die py-Kontrolle in 
Parallelen ohne Enzym und Hydroperoxyd zeigte, daB das py infolge der Sauer. 
stoffbehandlung von 6,82 auf 5,45 gesunken war. 


Auch dieser Hemmungseffekt ist demnach, wie bei CO,, durch 
pu-Verschiebung bedingt, also unspezifisch. 


7 Wasserstoff. 


Versuch Nr. 57: Wie die Fig. 8 zeigt, wird die Leukocytenkatalase 
durch reinen Wasserstoff nur unwesentlich inaktiviert. In Ubereinstimmung 
hiermit wurde nur eine px-Verschiebung, die 6 Millivolt entsprach, nach 
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Fig. 8. Effekt von Wasserstoff auf die Leukocytenkatalase. 


der alkalischen Seite gefunden. Der Wasserstoff wurde aus verkupfertem 
Zink und verdiinnter Schwefelsiure gewonnen und mit Permanganat, Sublimat 


und Kalilauge gewaschen. 


Zusammenfassung. 

1. Der Katalasegehalt von Leukocyten verschiedener Her- 
kunft und verschiedener Form wird verglichen. Als Enzymlésungen 
dienten durch Gefrieren und Auftauen hergestellte Plasmolysate 
und Extrakte aus Leukocytentrockenpriparaten, die mittels 
Aceton-Atherbehandlung gewonnen worden waren. 

Es wird gezeigt, daB die Aktivitat derartiger Losungen von 
der gleichen GréBenordnung ist, wie diejenige gleichartig be- 
handelter Erythrocyten. 
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2. Es wird eine Arbeitsvorschrift zur jodometrischen Mikro- 
bestimmung der Katalase gegeben, die im Gegensatz zu der Per- 
manganattitration auch in Systemen ausfiihrbar ist, die organische 
Substanz enthalten. 

3. Das physikochemische Verhalten der Leukocytenkatalase 
wurde am Beispiel der polymorphkernigen Exsudatleukocyten des 
Kaninchens studiert: Das Aktivitits-pu-Optimum liegt bei px 7, 
der Temperaturkoeffizient Q,) betrigt in dem Intervall 0—18° 
1,3. Bereits bei Kérpertemperatur ist die Aktivitaét des Enzyms 
herabgemindert, bei 52° ist vollkommene Inaktivierung ein- 
vetreten. 

Das Enzym wird durch Ferrosalz, durch Blauséure und 
Kohlenmonoxyd spezifisch gehemmt. Eine bei Behandlung mit 
Kohlendioxyd und mit Sauerstoff gefundene Aktivitaéts verminderung 
hat ihre Ursache in einer bedeutenden Verschiebung der Wasser- 
stoffionenkonzentration nach der sauren Seite hin, ist demnach 
unspezifisch. Gegen Behandlung mit dem starken Eisenkomplex- 
bildner «,«’-Dipyridyl, ferner gegen ‘Tridipyridylferrosulfat und 
gegen Wasserstoff ist das Enzym indifferent. 


Die durch das Enzym katalysierte Reaktion la8t sich in der 
Mehrzahl der Fille durch die Gleichung fiir den monomolekularen 
Reaktionsablauf beschreiben. 


Alle Feststellungen sprechen fiir eine Identitaét der Katalase 
der farblosen Blutzellen mit der Leber- und Erythrocytenkatalase. 
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